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I. Einleitung und Problemstellung. 

Uber die Spermatogenese von Bithynia tentaculata sind bereits vor 
langerer Zeit Untersuchungen von v. Kemnitz (1914), ANKEL (1924, 
1933a) und Tuzet (1928a, b, 1930) durchgefiihrt worden. Die genannten 
Autoren berichten iibereinstimmend von der Existenz zweier unab- 
hangig voneinander verlaufender Spermatogenesereihen, und zwar von 
einer typischen Reihe, die stets normale, befruchtungsfihige Spermien 
liefert, und von einer atypischen Reihe?, die unter Volizug einer aberran- 
ten Keimzellenreifung Spermien geringerer GréBe (bei TuzET auch von 
abweichendem Bau) bildet. Wie ANKEL (1924) gezeigt hat, ist die erste 
Mitteilung iiber die Spermatogenese von Bithynia durch v. KEMNITZ 
(1914) in vielen Punkten unrichtig. Sie enthalt jedoch Abbildungen 
aller wichtigen atypischen Stadien und war aus diesem Grunde fiir meine 


1 Die Unterscheidung typischer und atypischer Reihen, die bei allen Proso- 
branchier-Spermatogenesen mit Spermiendimorphismus iiblich ist, stammt von 
KuscHaKEWITSCH (1913); sinngemaB wurde sie aber auch schon in alteren Arbeiten 
vorgenommen. 

Chromosoma. Bd. 7. 
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Untersuchungen von Bedeutung. ANKEL (1924, 1933a) bringt in seiner 
umfangreichen Darstellung des Verlaufes der typischen und atypischen 
Reihen alle Stadien in der richtigen Folge. 


Zu den Veréffentlichungen von TuzET (1928a, b, 1930) liegt bereits eine kriti- 
sche Betrachtung durch ANKEL (1933a) vor. Da auch meine Untersuchungen keine 
Anhaltspunkte fiir die Aufrechterhaltung der Ergebnisse von Tuzet gebracht 
haben, sollen sie hier nicht naher behandelt werden. 

Um einen Einblick in die Problematik der atypischen Spermato- 
genese! von Bithynia tentaculata zu geben, wie sie bis zu Beginn meiner 





Abb. 1. Verlauf der atypischen Reihe von Bithynia tentaculata (Schema nach ANKEL 1933a). . 
a Atypische Spermatocyte am Ende der Wachstumsperiode. b ,,Ungeordnete 
Karyokinese‘‘. c 1. ,,geordnete Karyokinese‘‘. d 2. ,,geordnete Karyokinese“. 

e Oligopyrene Spermatiden. f Hyperpyrener Restkérper. 


Untersuchungen bestand, folgt eine kurze Darstellung des Verlaufs der 
atypischen Reihe im engen AnschluB an ANKEL (1933a), wobei grund- 
saitzlich nur die Chromosomenverhiltnisse beriicksichtigt werden (vgl. 
Abb. 1). 


Gewohnlich wird versucht, die atypischen Reihen der Prosobranchier- 
Spermatogenesen von Spermatogonien eines besonderen Typs abzuleiten. Diese 
atypischen Spermatogonien konnten bei Bithynia, ebenso wie in einer Reihe anderer 
Faille, nicht identifiziert werden. ANKEL halt jedoch die Existenz solcher Zellen, 
die sich aber von den typischen Spermatogonien nicht unterscheiden lassen, fiir 


1In neuerer Zeit werden auch die achiasmatischen Spermatogenesen der Di- 
pteren als ,,atypisch“ bezeichnet (WoLF 1941, 1950). Ich habe dagegen bewuBt an 
der alten, in der Prosobranchierliteratur gebrauchlichen Terminologie festgehalten, 
nach der eine atypische Spermatogenese stets abortive (atypische) Spermien liefert. 
Dies ist schon deshalb notwendig gewesen, weil sonst auf Grund meiner Befunde 
die typische Reihe von Bithynia wegen vermutlicher Chiasmenlosigkeit ebenfalls 
atypisch genannt werden miiBte. 
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méglich. Wegen dieser Unsicherheit wird von ANKEL eine Trennung der typischen 
und atypischen Reihen erst am Anfang der Wachstumsperiode vorgenommen. 

Die Spermatocyten sind dann als atypisch anzusprechen, wenn in dem verhalt- 
nismaBig kleinen Kern zahlreiche kurze, kantige Chromosomen sichtbar werden. 
Die Zellen durchlaufen eine Wachstumsperiode, an deren Ende eine Chromosomen- 
zahl festzustellen ist, die ungefahr dem diploiden Bestand (2n = 34) entspricht. 
Syndetische Stadien kommen nicht vor. An Stelle der ersten meiotischen Teilung 
steht der von ANKEL als ,,ungeordnete Karyokinese“‘ beschriebene Vorgang. Nach 
dem Verschwinden der Kernmembran fiihren die Chromosomen innerhalb der Zelle 
ungeordnete Bewegungen aus, die mit einer Verteilung der Chromosomen auf die 
Tochterzellen enden. Dabei werden weder eine Metaphaseplatte noch eine Spindel 
ausgebildet. Die Abkémmlinge dieser Teilung erhalten auch eine nur annahernd 
gleiche Zahl von Chromosomen. Es folgen zwei weitere Teilungen, die als ,,geord- 
nete Karyokinesen‘‘ bezeichnet werden, weil sie Metaphasestadien mit Spindel 
enthalten. An diesen Mitosen beteiligen sich aber nur wenige Chromosomen, die 
ibrigen treten nicht in Funktion, sondern versammeln sich an einem Spindelpol 
und werden eliminiert. Ihrer Lage entsprechend wird die pyknotisch werdende 
»,»Restmasse“ an eine Tochterzelle weitergegeben: Der gleiche Vorgang wiederholt 
sich im Laufe der letzten Teilung. Zur Nachkommenschaft einer atypischen 
Spermatocyte gehéren demnach 6 Spermatiden, die nur die wenigen funktions- 
fahigen Chromosomen besitzen und 2 ,,Restkérper“‘, die auBer diesen Chromosomen 
die ungeteilte Restmasse enthalten!. Dieser hyperpyrene Restkérper hat nur ge- 
ringe Tendenzen, sich zu einem Spermium weiterzuentwickeln und degeneriert. 
Die oligopyrenen Spermatiden haben nach Abschlu8 ihrer Histogenese einen Bau, 
der dem normaler Spermien vdllig gleicht; sie sind jedoch auf Grund des geringeren 
Chromosomengehaltes kleiner. 


Die typische Reihe verliuft nach ANKEL (1924, 1933a) vollig normal 
und wird deshalb hier nicht naher erlautert. 


Aus dieser kurzen Darstellung geht deutlich hervor, wie wenig Ahn- 
lichkeit die Entwicklungsvorgainge der atypischen Spermien mit einer 
normalen Meiose besitzen. Da Einzelheiten itiber das Verhalten der 
Chromosomen an vielen Stellen sowohl.der typischen als auch der 
atypischen Reihe noch unbekannt waren, schien der Versuch einer er- 
neuten Analyse des gesamten Spermatogenesekomplexes von Bithynia 
tentaculata erfolgversprechend zu sein®. Die vorliegende Arbeit enthilt 
eine Beschreibung des Chromosomenformwechsels der Vermehrungs-, 
Wachstums- und Reifungsperiode beider Reihen und eine kritische Be- 
trachtung iiber einige sich hieraus ergebende Probleme. Das Ziel ist, die 
Beziehungen zwischen typischer und atypischer Entwicklung aufzu- 
klaren und damit zu den kausalen Grundlagen des Spermiendimorphis- 
mus vorzustoBen. 


1 Auf Vorschlag von WALDEYER (s. Meves 1903) werden Zellen mit weniger 
Chromosomen als der haploiden Zahl als oligopyren, die mit haploidem Satz als 
eupyren und diejenigen, die mehr Chromosomen als der haploide Satz enthalten 
als hyperpyren bezeichnet. 

2 Die Bearbeitung dieser Probleme wurde mir von Herrn Prof. Dr. W. E. 
ANKEL iibertragen. Ich schulde ihm dafiir tiefsten Dank. 
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II. Material und Methode. 


Fir die Untersuchungen wurden Exemplare von Bithynia tentaculata verwen- 
det, die zum gréBten Teil aus einem Wiesengraben des nérdlichen Stadtrandes von 
Frankfurt a. M. stammen. Zum Vergleich wurde jedoch auch Material aus der 
weiteren Umgebung von Frankfurt und aus GieBen herangezogen. Genaue Angaben 
iiber den Bau der Geschlechtsorgane finden sich bei ANKEL (1924)!, Es sollen hier 
nur einige, zum Verstandnis der vorliegenden Arbeit notwendige Einzelheiten 
wiederholt werden. 

Der Hoden von Bithynia besteht aus zahlreichen Kanalen, an deren binde- 
gewebiger Wandung die Entwicklung der Keimzellen ablauft. Stets sind eine 
groBere Anzahl von Zellen gleichen Stadiums zu einem ,,Nest‘‘ vereinigt; die 
‘benachbarten Nester befinden sich niemals in der gleichen Phase typischer oder 
atypischer Entwicklung. Die Spermatogonien zeigen keine Zellgrenzen; diese 
werden erst im Laufe der Wachstumsperiode, teilweise auch noch spiater ausgebildet. 

Die Beobachtungen iiber den Verlauf des Chromosomenformwechsels wurden 
ausschlieBlich an Ausstrichpraparaten vorgenommen, die in iiblicher Weise mit 
Osmiumtetroxyd geraéuchert und mit Flemming (ohne Essigsaure) nachfixiert 
wurden. Zur Farbung hat sich die FreuLGENsche Reaktion als besonders giinstig 
erwiesen; die oft nur sehr geringfiigigen Unterschiede mancher Kerntypen sind 
mit keiner anderen Technik darstellbar. AuBerdem wurde noch Kristallviolett, 
Giemsa-Gelei und Eisenhimatoxylin angewendet. Zur Ubersicht und Feststellung 
der Gré8enverhiltnisse dienten Paraffinschnitte (5 u), die nach der Fixierung mit 
Bouin-Allen, Sanfelice oder Flemming angefertigt wurden. 

Die beschriebenen Fille normaler und atypischer Keimzellenentwicklung be- 
schranken sich auf die Vorginge, die regelmaBig in der Zeit von Marz bis September 
in den Hoden geschlechtsreifer Bithynien zu finden sind. Vereinzelt auftretende 
Abweichungen werden nicht beriicksichtigt, ebensowenig die Verhaltnisse bei den 
jugendlichen Tieren. 


IIT. Spezieller Teil. 
1. Die Vermehrungsperiode. 


Die Spermatogonien der Prosobranchier stammen von dem embryo- 
nalen Perikard ab (Orto und TonnicEs 1906, Dextsman 1914) und 
stellen deshalb zu Anfang ein einheitliches indifferentes Material dar. 
Ein Teil dieser indifferenten Zellen bleibt offenbar zeitlebens erhalten 
und liefert fiir jede neue Geschlechtsperiode Spermatogonien nach. 

Die Spermatogonien von Bithynia teniaculaia treten in 3 GréBen- 
klassen auf, deren Kerne den Durchmesser von 6,5, 5 und 4 be- 
sitzen (Abb. 2). AuBer diesen GréBendifferenzen sind Unterschiede im 
Aussehen der Ruhekerne vorhanden. Nur die groBen Kerne bilden 
zwischen den Teilungen normale Interphasestadien aus, die zarte reti- 
kulare Strukturen und zahlreiche kleine Chromozentren zeigen (Abb. 2a). 
Die Kerne der beiden anderen Zelltypen (Abb. 2 bund c) sind von wolken- 
artig verteiltem Chromatin erfiillt. Dies 1i8t vermuten, daB die Chromo- 
somen in den Ruhephasen nicht vollig abgebaut werden. 


1Der Morphologie der ausfiihrenden Geschlechtswege ist kiirzlich durch 
Litty (1954) eingehende Betrachtung geschenkt worden. 
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ANKEL (1924) gibt als GréBen fiir die Spermatogonien Kerndurchmesser von 
7—5 p an und fiigt hinzu, daB sich die groBen Kerne im Verlauf der Teilungen ver- 
kleinern. 

Die 3 Spermatogonienarten sind verschiedene Generationsformen, die 
im Verlaufe der Vermehrungsperiode nacheinander entstehen, und zwar 
gehoren die groBen Kerne zu den primiaren Spermatogonien, die kleinen 
zu den sekundaren Spermatogonien. Dafiir spricht der Befund, da8 in 
den jugendlichen Tieren zunichst die groBen und dann erst die kleinen 
Kerne auftreten. 

Nach v. Kemnirz (1914) und Anke (1924) sind die Chromosomen 
der Spermatogonien-Metaphaseplatten hakenférmig. Dies trifft fiir die 
Mehrzahl der Chromosomen — 





zu (Abb. 3); offenbar sind 4 ~ . — Pr 

2 Paare telokinetisch. In den i,” in ose SFReinc 
Metaphaseplatten der sekun- “ eS cd cas et 

daren Spermatogonien(Abb.4) “> % 4 Biv. 3 
erscheinen die Chromosomen aR : 


durchweg in starker Verkiir- pp. 2a—c. Spermatogonienkerne aus verschie- 


; ihr ; Wi denen Abschnitten der Vermehrungsperiode. 

ni 
Bene: die wig, dividuelle a Primérer Spermatogonienkern. b, c Sekundiére 
Form weitgehend unkenntlich — sper iienkerne. c ist offenbar das End- 


1: glied der Generationenfolge. Feulgen. 
macht. Wahrscheinlich be- Vergr, 3000fach. 
stehen Zusammenhinge zwi- 
schen diesem Formwechsel und der wolkenartigen Ruhekernstruktur 
in den sekundiren Spermatogonien?. 





Der iiberwiegende Teil der Chromosomen ist in den Metaphase- 
platten der primairen Spermatogonien somatisch gepaart (Abb. 3). Im 
Verlaufe der Vermehrungsperiode verringert sich zwischen einigen 
Homologen der Paarungsabstand, so daB die sekundiren Spermato- 
gonien einen Teil des Chromosomensatzes als paarige Aggregate ent- 
halten. Der Vergleich mit einer Zelle aus der Mitteldarmdriise (Abb. 5) 
zeigt, daB die somatische Paarung auf die Spermatogonien beschrankt 
sein diirfte . 

Uber die Zahl der Spermatogoniengenerationen fehlen bisher genaue 
Angaben. ANKEL (1924) vermutet mindestens 3 Teilungen, die er aus 








1 Kine Veranderung der Kernstruktur und ChromosomengréBe wahrend der 
Vermehrungsperiode diirfte allgemein verbreitet sein. Diese Erscheinung wird 
z. B. fiir die Amphibien (SrsHACHAR 1936), Locusta (WHITE 1935) und die Odonaten 
(OxsaLa 1944) beschrieben. Inwieweit die Formanderung der Chromosomen zu 
der nachfolgenden Wachstumsperiode in Beziehung steht ist unklar. Oxsaxa sieht 
darin den Ausdruck einer meiotischen Prakozitét im Sinne DaRrinetons. 

2 Der Unterschied in der Chromosomendicke in Abb. 3 und 5 ist wahrscheinlich 
auf eine Substanzvermehrung der Matrix zuriickzufiihren. Diese Méglichkeit ist 
von GEITLER (1940) bei Volumendifferenzen pflanzlicher Chromosomen erwogen 
worden. 
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den verschiedenen Gré8en der Spermatogonien-Metaphaseplatten ab- 
leitet. Anhaufungen von Stadien der ersten Reifungsteilung, die ihrer 
Lage nach als Nachkommenschaft einer indifferenten Zelle anzusehen 
sind, bestehen aus 2? oder 28 Kernen. Danach umfaBt die Vermehrungs- 
periode 7 bzw. 8 Spermatogoniengenerationen. 

Die Berechnung der Kernvolumina der 3 Spermatogonienarten fiihrt zu Werten 


im Verhaltnis von 4:2:1. Bei Beriicksichtigung der Teilungszahl kommt man zu 
dem Ergebnis, daB die Spermatogonien offenbar nicht bei jedem Teilungsschritt 


of e 
4a 4b 5 
Abb. 3a u. b. Metaphaseplatten primdrer Spermatogonien. Die meisten Chromosomen 
sind somatisch gepaart. Feulgen. Vergr. 4000fach. 


Abb. 4au. b. Metaphaseplatten sekundirer Spermatogonien. Zwischen einigen Homologen 
sehr dichte somatische Paarung. Feulgen. Vergr. 4000fach. 


Abb. 5. Metaphaseplatte einer Zelle der Mitteldarmdriise. Feulgen. Vergr. 4000fach. 


kleiner werden, sondern sich nach einer Anzahl] von Teilungen plétzlich halbieren, 
wobei dann auch eine Veranderung des morphologischen Zustandes im Ruhekern 
erfolgt. 

Viele interphasedhnliche Stadien in Gr6éBen zwischen 10 und 44 
sind keine Spermatogonien, werden aber leicht mit diesen verwechselt. 
Es handelt sich dabei um Spermatocyten mit aberrantem Entwicklungs- 
verlauf, deren Kerne sich ohne typischen Chromosomenformwechsel ver- 
gréBern (sog. ,,réines Wachstum“, s. 8. 401). 


Die Fehler, die in friiheren Arbeiten in diesem Zusammenhang entstanden 
sind, machen sich nur bei Tuzet geltend. Tuzret (1930) behauptet, daB die Kern- 
gréBen der Spermatogonien zwischen 10 und 3,4 u schwanken und sieht in dieser 
Variabilitaét die Ursache fiir eine Polymegalie der Spermien. ANKEL (1933a) 
konnte durch eine Nachuntersuchung des Entwicklungsverlaufs der atypischen 
Reihe und Kern (1935) durch eine statistische Uberpriifung der Spermienkopf- 
groéBen beweisen, daB bei Bithynia 2 GréBenklassen von Spermien gebildet werden, 
namlich die eupyrenen und die oligopyrenen. Die Behauptungen von Twzet diirften 
somit widerlegt sein. 
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Eine Spermatogoniensorte, die sich durch Aussehen und Verhalten 
von den oben beschriebenen unterscheidet und damit zu einer Trennung 
von typischer und atypischer Reihe innerhalb der Vermehrungsperiode 
berechtigen wiirde, konnte nicht gefunden werden. Nach meinen Beob- 
achtungen gehen typische und atypische Spermatocyten auf die gleichen 
Spermatogonien zuriick. 

Die Angaben iiber das Vorkommen atypischer Spermatogonien bei anderen 
Prosobranchiern, wie z.B. Paludina vivipara (MEvEs 1903), Vermetus gigas 
(KuscHAaKEwiItTscH 1913), Strombus bituberculatus (REINKE 1914), Murex trunculus 
(Scuitz 1920), Cerithium vulgatum, Conus mediterraneus, Theodorus fluviatilis 
(Tuzer 1930), Goniobasis laqueata (WoopDaARD 1935), beruhen zweifellos auf einer 
falschen Anwendung des Begriffes Sperma- 
togonien, denn in keinem Fall [auBer Colum- 
bella (Scurtz 1916) ] konnten Teilungen dieser 
atypischen Spermatogonien beobachtet wer- 
den. Offenbar handelt es sich stets um Sper- 
matocyten mit reinem Wachstum. 


2. Die Wachstumsperiode (Prophase) 
der typischen Rethe. 

Die typische Reihe der Spermato- 
genese von Bithynia tentaculata ver- 
liuft nach ANKEL vollig normal. Be- 
kanntlich kommen in jeder Sperma- 
togenese hin und wieder aberrante Abb. 6. Typische Reihe. Spermato- 

F i cyten im Stadium des Lochkerns. 
Stadien vor, denen keine besondere Feulgen. Vergr.2500fach. 
Bedeutung beizumessen ist. Die auf- ' 
fallend groBe Zahl immer wiederkehrender Stérungen in der Prophase 
der typischen Reihe hat mich veranlaBt, eine Nachuntersuchung durch- 
zufiihren, bei der auch die Stérungen mitberiicksichtigt wurden. 


Die Prophase der typischen Reihe beginnt mit dem Einsetzen des 
Spermatocytenwachstums. In dem zuerst sehr kleinen Kern (4 yz) tritt 
meistens schon nach geringer Volumenzunahme eine Wandlung der 
Struktur ein. Die vorher in der Form der oben erwahnten ,,Chromatin- 
wolken“ im Kern verteilte Chromosomenmasse legt sich als zusammen- 
hiaingende Schicht der Kernmembran von innen her an. Dabei entsteht 
der Eindruck eines netzartigen Geflechtes, dessen Maschen zuerst sehr 
eng sind, im Laufe der KernvergroBerung sich aber stetig erweitern. 
Wahrend der Kern voriibergehend die Form eines Ellipsoids angenommen 
hat, reiBt die Chromosomenschicht an einer Stelle auf. Das entstandene 
,,Loch“ gibt den Spermatocytenkernen ein bezeichnendes Aussehen, das 
nur bei den Prophasestadien der typischen Reihe zu finden ist (Abb. 6). 
In vielen Fallen 1a8t sich erst in diesem Stadium entscheiden, welcher 
Reihe eine Zelle angehért. Das Leptotaénbukett entsteht unmittelbar 
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aus diesem Lochkernstadium. Einzelheiten dieser Entwicklung ent- 
ziehen sich normalerweise der Beobachtung, da die Chromosomen von 
sehr zarter Beschaffenheit sind. Das fertige Leptotinbukett (Abb. 7) 
besteht. vorwiegend aus Schlingen und nur wenigen stabférmigen Chro- 
mosomen, die in den leeren Kernraum vorspringen. Ein Teil dieser 
Elemente ist seiner Dicke nach zwei- 
fellos univalent; fiir die kleineren 
Schlingen ist dies ungewiB, da sie 
eine an die Pachyténchromosomen 
erinnernde Auflockerung zeigen. Ein 
Ausfall des Leptotinstadiums ist — 
entsprechend den bei Dipteren ge- 
Abb. 7a u. b. Typische Reihe. Lepto- Ab RE sponpembengets i ee 
tinkerne verschiedener GréBe. a Nor- jenigen Chromosomen zu erwarten, 
Poa die der somatischen Paarung unter- 
Vergr. 3000fach. liegen. Dies zubestatigen ist normaler- 
weise nicht médglich, da die genaue 
Zahl der Chromosomen im Leptotiénbukett gewohnlich nicht bestimmt 
werden kann. 

Die Kerne der friihen Prophasestadien unterliegen erheblichen 
GréBenschwankungen, die bis in das Pachytiin anhalten und erst im 
Verlaufe der spiiten Prophase kompensiert werden 
(it (vgl. Abb. 7a und b). 

fag - 4 Dieser Befund deckt sich mit den Angaben von TuzEt 
“x L (1930) iiber die verschiedenen Gréfen der Spermatocyten. 
) : Nach Tuzet sollen diese Unterschiede fiir die Polymegalie 
> rl ne der Spermien verantwortlich sein. Auf Grund meiner Unter- 

suchungen ist dem zu entgegen, da8 schon in der Diakinese die 
Abb. 8 Typische GroBendifferenzen ausgeglichen sind und deshalb nicht von 


Reihe. Entfaltung nachhaltiger Wirkung sein kénnen. 


der Chromosomen ; te a 
in der jungen Sper- Die GréBenunterschiede der Spermatocyten be- 


vane, Sanka ruhen offenbar einesteils auf Hemmung des Wachs- 

tums, andernteils auf Verzégerung der Chromosomen- 
entwicklung. Solange diese Stérungen in gewissen Grenzen bleiben, 
scheint der normale Ablauf der Spermatocytenentwicklung nicht 
gestért zu werden. Fir die Kernanalyse friiher Prophasestadien sind 
Spermatocyten mit verzégerter Chromosomenentwicklung besonders vor- 
teilhaft, da sie einen viel besseren Einblick in die Kernverhiltnisse 
gewahren als die normalen. Abb. 8 zeigt einen derartigen Kern, dessen 
Wachstum nahezu vollendet ist, der aber in seinem Chromosomenform- 
wechsel erst das Lochkernstadium erreicht hat. Durch diese besondere 
Situation ist der Chromosomenverband stirker auseinandergezogen 
worden, als es gewohnlich der Fall ist. Das Bemerkenswerteste an diesem 
Stadium ist zweifellos die Ringform der meisten Chromosomen, die 








eerste 
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jeweils durch Vereinigung der beiden Enden eines Elements zustande 
kommt. Im Zuge des Ubergangs zum Leptotinbukett beginnen diese 
Ringe sich zu 6ffnen, wobei der Chromosomenfaden gleichzeitig an 
Lange zunimmt. Wie ein Homologenpaar deutlich demonstriert, kann 
dabei sogleich die Langskonjugation erfolgen. Dem gegenseitigen Auf- 
suchen der Partner erwachsen keinerlei Schwierigkeiten, da eine Paarung 
schon zu Beginn der Prophase vorliegt. Wichtig ist ebenfalls die sich aus 
Abb. 8 ergebende Tatsache, daf die Chromosomen nicht alle gleichzeitig 
entfaltet werden. Die dabei eingehaltene Reihenfolge steht anscheinend 
nicht im Zusammenhang mit derjenigen der Konjugation. Uber die 





a b c d 
Abb. 9a—d. Leptotinstadien mit Hemmung des Wachstums und der Chromosomenent- 
faltung. a, b Hemmung der Entfaltung des iiberwiegenden Teils der Chromosomen. 
c Véllige Hemmung des Wachstums, geringe Ans&itze zur Chromosomenentfaltung. d Aus- 
gewachsene Spermatocyte mit geringen Ans&itzen zur Chromosomenentfaltung. Feulgen. 
Vergr. 3000fach. 


Ursachen der Ringform der Chromosomen geben die Prophasestadien 

keine Auskunft. Wahrscheinlich besitzen die Chromosomen diese Form 

schon in der letzten Spermatogoniengeneration. Die Netzstruktur der 

jungen Spermatocytenkerne wird jedenfalls durch die dicht aneinander 

gelagerten Chromosomenringe vorgetéuscht. In dieser Phase entstehen 

offenbar durch gegenseitige Abplattung die viereckigen Verformungen 

der Ringe. Die zugespitzten Ecken dirften Derivate der Chromosomen- | 
hillsubstanz sein, die erst wihrend der Isolierung der einzelnen Elemente 

auftreten und bei der Streckung des Chromosoms wieder eingeschmolzen 

werden. 


Starke Stérungen in der Chromosomenentwicklung fihren zur Aus- 
bildung abnormer Spermatocyten (Abb. 9). In den Grenzfillen wird 
die Entfaltung der Chromosomen bis an das Ende der Prophase ver- 
zogert (Abb. 9d) oder die Chromosomen verklumpen schon vor der 
Entfaltung (Abb. 9c), worauf das Wachstum eingestellt wird und der 
Kern degeneriert. Bei weniger extremen Stérungen gelangt nur ein Teil 
der Chromosomen zur Entfaltung und der Rest bleibt ringférmig. Auf 
diese Weise entstehen Kerne, in denen gestreckte und ringférmige, iso- 
lierte und verklebte Chromosomen nebeneinander vorhanden sind 
(Abb. 9a und b). DaB diese Stadien zu einer Weiterentwicklung be- 
fahigt sind, zeigt sich in den folgenden Prophaseabschnitten. 
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Kerne mit gehemmtem Wachstum geben eine starkere Nukleal- 
reaktion als die normalen. Diese Erscheinung haingt wohl mit dem 
geringeren Raumverteilungsgrad der farbbaren Komponenten zusammen. 
Abnorm groBe Kerne reagieren mit entsprechend schwacher Farbung. 

Mit dem Pachytin, in dem alle homologen Chromosomen zu einheit- 
lichen Faden verschmolzen sind, beginnt ein neuer Abschnitt der Pro- 

phase (Abb. 10). Der vollzogenen 

" Konjugation folgt unmittelbar ein 

a LS f Nachlassen der Farbbarkeit der Chrc- 

mosomen; die Schlingen verlieren 

ihre polare Orientierung und verkiir- 

zen sich.In dem sog. diffusen Stadium 

sind die einzelnen Bivalente kaum 

Abb. 10. Typische Reihe. Pachytankerne mehr zu _ identifizieren ( Abb. 11). 

verschiedener GréBe. Feulgen. : 

Vergr. 3000fach. Die Pachytainpaarung halt unge- 

wohnlich lang an und wird anschei- 

nend erst im Héhepunkt der Auflockerung gelést (Abb. 12). In diesem 

Stadium betragt der Kerndurchmesser 9—10; ein weiteres Wachs- 
tum erfolgt nicht. 

Ein Strepsitinstadium fehlt der Spermatogenese von Bithynia. In 
den auf das diffuse Stadium folgenden Entwicklungsphasen nehmen die 

Bivalente die in der Abb. 13 
dargestellte Form an. Wahr- 
scheinlich trennen sich die 
Homologen der ganzen Linge 
nach bis auf ein oder zwei ter- 
minale Verbindungen. Ob letz- 
. tere auf Chiasmen zuriick- 

aa oh. &. gehen, ist nicht nachzuweisen. 
Abb, 11, Typlache Reihe, Spemetoertenkem 1 Tnwieweit in diesem Zusam- 
Vergr. 3000fach. menhang von einer achias- 


Abb. 12. Typische Reihe. Spermatocytenkern in matischen Meios spr chen 
spitem diffusem Stadium. Auseinanderweichen A gesP vs 
der Homologen. Feulgen. Vergr. 3000fach. werden kann, wird im allge- 


meinen Teil erdrtert werden. 
Es sei lediglich darauf hingewiesen, daB in der Oogenese Chiasmen 
aufzutreten scheinen (Abb. 49 in ANKEL 1933b). Dieses festzustellen ist 
deshalb wichtig, weil im allgemeinen nur die Keimzellenentwicklung 
eines Geschlechies ohne Chiasmenbildung verlauft. 

Auf die GréBendifferenzen der Pachytinstadien wurde bereits hin- 
gewiesen (Abb. 10). Die in der friihen Prophase durch Hemmung der 
Chromosomenentfaltung gestérten Stadien (Abb. 9a und b) erfahren in der 
syndetischen Phase der Wachstumsperiode meist eine recht merkwirdige 
Weiterentwicklung. In Abb. 14a und b werden2 Beispiele von Kernen an- 
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gegeben, in denen wenigstens ein Teil der Chromosomen die Entfaltung 
und normale Konjugation durchgefiihrt hat. Dieses ungleiche Verhalten 
der Chromosomen, das auch bei den aberranten Leptotinstadien (Abb. 9a 
und b) auffallt, steht wohl in Zusammenhang mit der asynchronen Ent- 
wicklung der friihen Prophase; bis die Hemmung wirksam wird, sind 


bey is ye ee nigh 
{CPsy (2 VOS6s lotro 
TV3sf£7 NO ao bones, 


sPseers Be Go ete Mte 


Abb. 13a—ec. Typische Reihe. Bivalententwicklung in der sp&ten Prophase. 
a Friihe, b mittlere, c spite Diakinese. Feulgen. Vergr. etwa 4000fach. 


zuweilen schon einige Chromosomen entfaltet und reagieren dann ganz 
anders als die iibrigen. Der Zeitpunkt der Stérungseinwirkung ist also 
hier fiir den Stérungserfolg maBgebend. Der Spermatocytenkern in 
Abb. 14a zeigt verhaltnismaBig geringe Entartungserscheinungen. Diese 
beruhen lediglich darauf, 
dai wenige Chromosomen 
nicht zur volligen Entfal- 
tung gekommen sind und 
deshalb nicht konjugierten. 


Obwohl die fiir das Pachy- 


tin charakteristische Auf- Abb. 14a—c. Einflu8 der mittleren Prophase auf 
lock lle Ch Spermatocytenkerne mit verschieden stark gehemmter 
ockerung alle Tromoso- Chromosomenentfaltung. a Auflockerungseffekt bei 


men ergriffen hat, wirdein  konjugierten, entfalteten und unkonjugierten, ring- 
férmigen Chromosomen. b Auflockerungseffekt nur 


solcher Kern immer degene- bei den konjugierten, entfalteten Chromosomen, die 
ieren, weil di Paarun nichtentfalteten zeigen Kontraktion und paarige 
= . ? 8 Aggregationen. c Alle Chromosomen mit Entfaltungs- 


unvollendet bleibt. Etwas hemmung, aggregative Paarungen und beginnende 
andere Verhiltnisse bieten Pyknotisierung. Feulgen. Vergr. 3000fach. 
sich in Abb. 14b, wo ein 

regelrechter Dimorphismus unter den Chromosomen eingetreten ist. 
Neben normal konjugierten Pachytiinchromosomen liegen gedrun- 
gene, kantige Gebilde von starker Farbbarkeit, die zum Teil durch- 
léchert sind. Hierbei handelt es sich um Chromosomen, die offensicht- 
lich von den Entfaltungsvorgingen giinzlich ausgeschlossen wurden und 
nun einer Kondensation unterliegen. Diese Beobachtung ist deshalb 
wichtig, weil in der Prophase der atypischen Reihe die gleiche Chromo- 
somenform auftritt, deren Entstehungsweise mit Hilfe der Kenntnis 











398 H.-G. Kryt: 


dieses Stadiums zum Teil erklairt werden kann. Es bleibt natiirlich 
unbekannt, aus welchem Grunde sich die nichtentfalteten Elemente 
verdichten, wiaihrend die gestreckten sich auflockern. Wesentlich ist 
die Tatsache, da8 ein Zusammenhang zwischen beiden Vorgingen be- 
steht. Da die Chromosomen in ihrer ringfoérmigen Gestalt nicht zu kon- 
jugieren vermogen, bleibt ihnen nur die paarweise Aggregation. Damit 
ist aber gezeigt, daB diese Chromosomen trotz ihrer abnormen Entwick- 
lung weiterhin funktionsfaihig sind. Trotzdem verfallt ein Kern wie der 
auf Abb. 14b der Degeneration, vielleicht wegen der gegensitzlichen 
Entwicklung seines Inhalts. 

Fiir die Beurteilung der Chromosomenform in der atypischen Pro- 
phase bringen die aberranten Stadien der typischen Prophase folgende 
neue Gesichtspunkte: 1. Die abweichende Gestalt der atypischen Pro- 
phasechromosomen hat ihre Ursache in dem vélligen Ausfall der pro- 
phasischen Entfaltung. 2. Die Kondensation dieser Chromosomen ent- 
spricht offenbar der Post-Pachytanentwicklung, und 3. die Aggregationen 
sind als Ersatz fiir die meiotische Paarung zu werten. 

Die Serie aberranter Stadien der Abb. 14a und b kann durch Abb. 14c 
vervollstaindigt werden. In diesem Kern ist die Mehrzahl der Chromo- 
somen in ihrer Entwicklung friihzeitig gehemmt worden. Die vielfaltigen 
Verklebungen und die Anreicherung von Thymonukleinsaéure in ent- 
falteten Chromosomen zeigen die degenerativen Ziige in diesem Sta- 
dium an. 


3. Die Metaphaseunterbrechung in der typischen Reifungsperiode. 

Eine Darstellung aller Einzelheiten der typischen Reifungsperiode 
eriibrigt sich, da von ANKEL (1924) dieser Teil der Spermatogenese ein- 
gehend behandelt worden ist. Der ungestérte Verlauf der Reifungs- 
periode bietet keine bemerkenswerten Besonderheiten. Dagegen ist eine 
haufige aberrante Entwicklungserscheinung von Interesse, die bisher 
unbekannt geblieben ist und auf die anschlieBend eingegangen werden soll. 

Die zu erérternde Stérung unterbricht den konventionellen Verlauf 
der typischen Reihe in der Metaphase der ersten Reifungsteilung. Ohne 
erkennbare Ursache beginnen die ungeteilten Bivalente des normal aus- 
gebildeten Metaphasestadiums die Aquatorialplatte zu verlassen (Abb.15). 
Die Bewegungen erfolgen zuerst in Richtung der Spindelachse, dann 
ohne besondere Orientierung. Offenbar folgen die Chromosomen anfangs 
dem Verlauf der Spindelfasern, verlieren aber diese Fiihrung, wenn die 
Spindel bis auf einen schmalen Rest reduziert wird (Abb. 16). Die regel- 
los in der Zelle verstreuten Bivalenten teilen sich nunmehr auf auto- 
nomem Wege, d. h. die Teilung wird ohne Mitwirkung der Spindel voll- 
zogen und gleicht einem Auseinanderfall der Konjugationspartner, die 
oft durch einen zarten Faden noch langere Zeit aneinander hangen 
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bleiben (Abb. 18). Ein anderes Verhalten zeigen indessen 4 Bivalente, 
die waihrend des ungeordneten Umherwanderns der iibrigen Chromo- 
somen ihre aquatoriale Anordnung beibehalten (Abb. 17) und mit dem 
Rest der Spindel verbunden bleiben. In dieser meist recht uniibersicht- 
lichen Situation tritt eine Klérung in dem Augenblick ein, von dem an 
die vorwiegend univalenten Chromosomen dem einen Ende der Spindel 
zustreben und sich dort in dichter Packung versammeln (Abb. 17). Die 





Abb. 15. Abb. 16. Abb. 17. 


Abb. 15—17. Unterbrechung des Metaphasestadiums der 1. typischen Reifungsteilung. 

Abb. 15. Auswanderung der Bivalente aus der Aquatorialplatte. Abb. 16. Beginn der 

autonomen Teilungen und ungeordneten Bewegungen der Chromosomen. Teilweise Re- 

duktion der Spindel. Abb. 17. Zusammenballung der eliminierten Chromosomen an dem 

einen Ende der Spindel. Der Spindelrest steht mit den in der Metaphaseplatte verbliebenen 
Bivalenten in Verbindung. Kristallviolett. Vergr. 2500fach. 


von der Stérung nicht betroffenen Bivalente schlieBen sich nun erneut 
zu metaphasischer Ordnung zusammen (Abb. 19). Dieses Endstadivwm 
gleicht véllig der Metaphase der atypischen sog. ,,geordneten Karyo- 
kinese‘‘ (ANKEL 1933a). Durch die Unterbrechung der Metaphase wird 
also der bis dahin typische Entwicklungsverlauf in einen atypischen 
iibergefiihrt. Das Uberraschende an diesem Ergebnis ist, daB die atypi- 
sche Spermatogenese also keiner eigens determinierten Spermatocyten 
bedarf, sondern, daB sich Zellen nach vollendeter typischer Prophase 
unter Umstiinden der atypischen Reifungsperiode anzuschlieBen ver- 
mdogen. x 

Inwieweit dieser Stérungsvorgang mit der ,,ungeordneten Karyo- 
kinese‘‘ (ANKEL 1933 a) identisch ist, wird bei der Behandlung der atypi- 
schen Reifungsperiode diskutiert werden. Aus den Abbildungen der 
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atypischen Spermatogenese von Vermetus gigas (KUSCHAKEWITSCH 1913) 
’ und Gontobasis laqueata (WooDARD 1935) ist zu schlieBen, daB in diesen 


K Fallen auch ein Ubergang von der typischen Reihe zur 
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Abb. 18. Abb. 19. 


Abb. 18. Metaphaseunterbre- 

chung. Ungeordnete Bewegun- 

gen univalenter und in auto- 

nomer Teilung befindlicher Chro- 

mosomen. Die von der Elimina- 

tion nicht betroffenen Bivalente 
behalten ihre Aquatoriale 
Anordnung bei. Feulgen. 

Vergr. 3000fach. 

Abb. 19. Metaphaseunterbre- 
chung. Endstadium der unge- 
ordneten Bewegungen. 
Feulgen. Vergr. 3000fach. 


atypischen Reihe an der gleichen Stelle wie bei Bithynia 


4. Die Wachstumsperiode ( Prophase) 
der atypischen Reithe. 


Der atypischen Prophase fehlen alle jene 
chromosomalen Vorginge, welche die typi- 
sche charakterisieren (ANKEL 1924, 1933a). 
In den ersten Phasen des Wachstums unter- 
liegt die Struktur des Kerns nur geringen Ver- 
anderungen. Die Chromosomen tauchen als 
gedrungene, viereckige oder ringférmige K6r- 
per erst dann auf, wenn der Kern erheblich an 
Volumen zugenommen hat (Abb. 20). Dieses 
Erscheinen der Chromosomen beruht auf 
einem Kondensationsvorgang, in welchem 
die sehr zarten und nur schwer sichtbaren 
ringformigen Gebilde firbbare Substanz an- 


lagern, ohne sich sonst zu veréndern (vgl. die ersten Stadien von 
Abb. 21). Erst dann, wenn der Chromosomenfaden sich an verschie- 
denen Stellen verdickt hat. beginnt er sich zu verkiirzen, bis die Ring- 





matocyte der spiten atypischen 
Prophase. Giemsa-Gelei. 
Vergr 2500fach. 


Abb. 20. Atypische Reihe. Sper- 


offnung vollkommen zusammengezogen ist. 
Schon in den ersten Phasen der Konden- 
sation korrespondieren die Chromosomen 
offenbar untereinander durch feine Ver- 
bindungen, die bei Anreicherung der Thymo- 
nukleinsiure ebenfalls hervortreten (Abb. 21, 
letztes Stadium). Trotz der Verkiirzung 
und des Auseinanderriickens der Chromo- 
somen infolge der KernvergroBerung blei- 
ben diese Verbindungen recht lange erhalten 
und bewirken durch ihren Zug die kantige 
Deformation der Chromosomen. Nach den 
bisher in dieser Arbeit gewonnenen Er- 





kenntnissen tiber die Prophaseentwicklung 

beruht ein solches Verhalten auf einer vélligen Hemmung von Chromo- 
somenentfaltung und Streckung. Ahnliche Erscheinungen wurden bereits 
bei den Stérungen der typischen Prophase beschrieben (s. 8. 395, 397). 
Auch in der atypischen Prophase sind Wachstum und Chromosomen- 
entwicklung nicht fest miteinander koordiniert. Bei starker Verzégerung 
des Wachstums tritt sehr bald Degeneration ein. Sehr hiufig unter- 
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bleibt auBer der Chromosomenentfaltung auch die Kondensation, wih- 
rend das Wachstum ungehemmt fortgesetzt wird. Die Kerne derartiger 
Spermatocyten erwecken oft den Eindruck gewoéhnlicher Interphase- 
stadien und kénnen deshalb leicht mit Spermatogonien verwechselt 
werden. Geringe Ansitze zur Kondensation rufen kérnige oder flockige 
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Abb. 21. Atypische Reihe. Verschiedene Phasen des Kondensationsvorgangs der 
Chromosomen in der atypischen Prophage. Feulgen. Vergr. etwa 4000fach. 


Strukturen hervor, die gegen Ende des Wachstums, bei einem Kern- 
durchmesser von etwa 10 wieder verblassen (Abb. 22); hierauf folgt 
stets Degeneration durch Karyolyse. 
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Abb. 22. Spermatocyten mit reinem Wachstum. a Spermatocyten zu Beginn des Wachs- 
tums. 1 Wachstumsreihe mit kérnigen, 2 mit flockigen Kernstrukturen. Feulgen. 
Vergr. 1000fach. 


Kerne, die bei der Praparation sehr flach gedriickt wurden, lassen 
zuweilen den Zustand der Chromosomen wihrend des reinen Wachstums 
erkennen. Dabei bestitigt sich wiederum, daB der iiberwiegende Teil 
der Chromosomen ringférmig ist. Abb. 23a zeigt auBer diesen zwei 
stabférmige Chromosomen, die parallel zueinander angeordnet sind. 
Dieser Hinweis auf die Auswirkungen der somatischen Paarung gibt 
Veranlassung dazu, auch bei den tibrigen Chromosomen nach der Lage 
der Homologen zu forschen. Abb. 23b bringt einen Deutungsversuch 
fiir den Kern Abb. 23a; unter Vernachlissigung der offenbar der Matrix 
zugehorenden Verklebungssubstanz ist die wahrscheinliche Lage der 
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Paarungskonfigurationen der Homologen deutlich. 

Diejenigen atypischen Spermatocyten, deren ausgewogenes Verhilt- 
nis von Wachstum und Chromosomenkondensation eine Degeneration 
am Ende der Prophase verhindert, wachsen bis zu einem Kerndurch- 





Abb. 23. a u. b Kerninhalt einer in reinem Wachstum befindlichen Spermatocyte. b Halb- 
schematische Darstellung der wahrscheinlichen Form und Lage der einzelnen 
Chromosomen. a Feulgen. Vergr. 4000fach. 
messer von 7—8 yw. In diesem Stadium (Abb. 24) ist die Zahl der Chromo- 
somen relativ leicht zu bestimmen. Sie liegt mit ziemlicher RegelmaBig- 
keit bei 29; die Ausnahmen schwanken zwischen 26 und 32. Die diploide 
Zahl von 34 wird also nie ganz 


einzelnen Chromosomen dargestellt. Hierbei. werden die zahlreichen . 





end x erreicht. Den Grund hierfir gibt 
Se e tad % die Bivalenz von meist 5 Chro- 

" Pd (ao e mosomen. Diese Paare miissen 
ve fe ae * 0% § auf aggregative! Weise entstan- 
é , & be om den sein, da eine Syndese auf 
%¢9 Neo = ped normalem Wege nicht vollzogen 
a b werden kann. Auf die Méglich- 


Abb. 24a u. b. Atypische Reihe. Chromo- keit daB fiir die atypische Chro- 
somen atypischer Spermatocyten in der spiten 5 y as 
Prophase. Beide Kerne enthalten 29 Elemente, mosomenform ein Ersatz konju- 
darunter 5 Bivalente. In jedem Kerne in deut- . b: 
lich ringférmiges Chromosom. Feulgen. gativer Paarung durch Ager ega 
Vergr. 3000fach. tion stattfindet, wurde bei der 
Darstellung von Stérungen in der 
typischen Prophase hingewiesen (S. 398). Allerdings diirfte es sich bei 
den Paarungen in den Spermatocyten der atypischen Reihe kaum um 
die Auswirkungen der normalen meiotischen Paarungskrifte handeln, 
da nur wenige Chromosomen davon betroffen werden. 


5. Die Reifungsperiode der atypischen Rethe. 
a) Die Prometaphase. Die Reifungsperiode der atypischen Spermato- 
cyten beginnt mit einem Vorgang, welcher der Metaphaseunterbrechung 
1 Eine konjugative Vereinigung homologer Chromosomen ist nur durch die 
meiotische Paarung méglich, die durch die syndetischen Phinomene einen Kontakt 


aller homologen Feinstrukturen sichert. Dieses wird durch die aggregative Paarung 
nicht gewahrleistet, sie entspricht deshalb weitgehend einer somatischen Paarung. 
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in vieler Hinsicht ahnlich ist und auch zu dem gleichen Erfolge fihrt. 
Der einzige Unterschied gegeniiber dem von der typischen zur atypi- 
schen Reihe iiberleitenden Stérungsprozesse liegt darin, daB in den Ker- 
nen der atypischen Spermatocyten von vornherein nur eine geringe 
Zahl (4 oder 5) von Chromosomen gepaart ist, wihrend in dem anderen 
Fall dieser Zustand erst durch Partnertrennung herbeigefiihrt wird. 
Nach Auflésung der Kernmembran verteilen sich die Chromosomen 
in regellosen Bewegungen in dem Plasmakorper der atypischen Spermato- 
cyte (Abb. 25a). Die aggregativen Bivalente, die inzwischen ihre Form 
etwas geindert haben und nun im Gegensatz zu ihrem Zustand in der 
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a 
Abb. 254—d. Atypische Reihe. ce Verlauf der eR ideale a Beginn 
der ungeordneten Bewegungen. b, c Héhepunkt der ungeordneten Chri vert 
Die Bivalente in &4quatorialer Anordnung. d Sammlung der funktionslosen Chromosomen 
in der Umgebung des einen Centriols. Feulgen. Vergr. 3000fach. 





spiten Prophase sehr deutlich als Paare zu erkennen sind, halten sich 
im Zentrum der Zelle auf und nehmen allméhlich aquatoriale Lage ein 
(Abb. 25a und b). Die univalenten Chromosomen wandern an das eine 
Ende der prospektiven Spindel (Abb. 25c und d) (ob in diesem Stadium 
schon eine schmale Spindel ausgebildet ist, 14Bt sich nicht feststellen) ; 
auf diesem Wege beginnen locker vereinigte Chromosomen oft schon mit 
degenerativen Verschmelzungen, die mit den eigentlichen Paarungs- 
vorgaingen nichts gemein haben. 

Die Ahnlichkeit des Verlaufs der atypischen Prometaphase mit dem 
der Metaphaseunterbrechung und die Uniibersichtlichkeit der Chromo- 
somenbewegungen hat bei ANKEL (1924) zu Verwechslungen und Fehl- 
deutungen gefiihrt. Eine Teilung im Sinne der ,,ungeordneten Karyo- 
kinese‘‘ (ANKEL 1933a) konnte im Rahmen meiner Untersuchungen nie- 
mals beobachtet werden; sie wird aber zuweilen von zufilligen, als 
Kunstprodukte anzusehende Vereinigungen zweier Zellen gleichen Sta- 
diums oder durch Fehlen der Zellgrenzen zwischen zwei oder mehreren 
Spermatocyten vorgetiuscht. Unter den Abbildungen, die ANKEL 
(1924) als Belege fiir die ungeordnete Teilung (damals noch aquale Tei- 
lung genannt) vorlegt, sind Abb. 51—58, 61 und 62 eindeutig Stadien 
der Metaphaseunterbrechung. Abb. 59 und 60 gehéren dagegen zur 
Prometaphase der atypischen Reihe. Als Unterscheidungsmerkmal fir 
die beiden sich ahnelnden Prozesse kann die Chromosomenform dienen. 
Abkémmlinge der typischen Reihe ge immer abgerundete Form, 
27 


Chromosoma. Bd. 7. 
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Stadien der atypischen Reihe haben kantige Chromosomen. Die Griinde 
hierfiir ergeben sich aus der jeweiligen Prophaseentwicklung. 

b) Die Reifungsteilungen. Fir die Beurteilung der atypischen Rei- 
fungsteilungen liefern die in den vorangehenden Kapiteln aufgezeich- 
neten Untersuchungsergebnisse folgende Gesichtspunkte: 1. Mit der 
Klarung der chromosomalen Verhiltnisse in der atypischen Prometa- 
phase vermindern sich die drei von ANKEL angegebenen atypischen Rei- 
fungsteilungen (s. Einleitung) auf zwei. 2. Durch den Nachweis, daB die 
Metaphaseplatte der ersten atypischen Teilung von Bivalenten gebildet 
wird, sind die Voraussetzungen fiir einen meiotischen Ablauf der Tei- 

lungen gegeben. 3. Die atypi- 

shy a 38 sche Reifungsperiode wird von 
{Les pee oS 4 oN Spermatocyten mit typischer 
fi eR okey y oder atypischer Prophase durch- 

a oe ™ Meer gefiihrt. Damit besteht fiir den 
Abb. 26a—d. Atypische Reihe. Metaphase- Bezirk der atypischen Reifungs- 
radon der ersten stypachen ReitwnentolnS period Gleichwertigkeit von 

Vergr. 3000fach. konjugativer und aggregativer 
Paarung. 

Genau wie in der typischen Reifungsperiode ist auch in der atypischen 
die erste Teilung die Reduktionsteilung!. 

Die in den Metaphaseplatten der zweiten Teilung enthaltenen Chro- 
mosomen sind ungefaihr halb so groB, wie die der ersten (vgl. Abb. 26 
und 28). 

Obgleich in der friihen Metaphase der ersten Teilung regelmaBig 
4 oder auch 5 Bivalente nachzuweisen sind, erhalten die Abkémmlinge 
dieser Teilung oft nur 2 oder 3 Chromosomen (Abb. 26). Die Griinde 
dafiir beruhen auf einem Vorgang, dessen Wirkungsweise der Metaphase- 
unterbrechung ahnelt. Einige Bivalente sind nimlich in der Lage, sich 
vor der eigentlichen Anaphase, offenbar ohne Mitwirkung der bereits 
ausgebildeten Spindel autonom zu teilen. Die getrennten Chromosomen 
gelangen nicht in die Tochterzellen, sondern werden der Restmasse 
angegliedert und damit eliminiert. Die autonomen Teilungen verlaufen 
in bestimmter Reihenfolge. Abb. 26a zeigt auBer 4 in der GréBe wenig 
voneinander verschiedenen Chromosomenpaaren ein sehr kleines Biva- 
lent, das in den Zellen der Abb. 26b, cundd fehlt und auch niemals durch 
ein anderes ersetzt wird. Da dieses kleine Bivalent sehr oft fehlt, ist 
nicht erwiesen, ob es schon sehr friih getrennt und eliminiert oder in der 
Mehrzahl der Fille gar nicht erst gebildet wird. Fiir die tibrigen 4 Biva- 


1 Da sich die Homologen auch im Normalfa!l offenbar in der gleichen Konstitu- 
tion voneinander lésen wie sie zusammengetreten sind und keine ,,Tetraden‘‘ 
sichtbar werden, diirfte gegeniiber der Bezeichnung ,,Reduktionsteilung“ fiir die 
erste Reifungsteilung nichts einzuwenden sein. 
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lente 14Bt sich dagegen nachweisen, daB zwei von ungefahr gleicher 
Gr6éBe kurz hintereinander die Teilung durchfithren (Abb. 27), waihrend 
die beiden letzten, durch einen charakteristischen Gré8enunterschied 
ausgezeichneten Chromosomenpaare nur durch die regulire Anaphase 
getrennt werden kénnen. Die Spermatocyten II bekommen also minde- 
stens 2 Chromosomen mit, sie erhalten jedoch mehr Chromosomen, wenn 
die Anaphase friiher beginnt als die entsprechende autonome Teilung 
(Abb. 28). Die verschiedenen Chromosomenzahlen entstehen somit durch 
das Zusammenspiel eines zeitlich nicht fixierten Anaphasevorgangs mit 
einer zeitlich fixierten autonomen Teilungsfolge der Chromosomen. 


Se ate. 





a ays a b c 
Abb. 27a u. b. Abb. 28 a—c. 


Abb. 27a u. b. Atypische Reihe. Metaphase der ersten atypischen Reifungsteilung. 
a Autonome Teilung des 2. Bivalents. b Autonome Teilung des 3. Bivalents. Feulgen. 
Vergr. 3000fach. 


Abb. 28 a—c. Atypische Reihe. Metaphasestadien der 2. atypischen Reifungsteilung mit ver- 

schiedenen Chromosomenzahlen. Es sind diejenigen Abkémmlinge der ersten Teilung dar- 

gestellt, die den Restkérper enthalten. Die unterschiedlichen Chromosomenzahlen werden 

durch Elimination von Bivalenten vor der Anaphase der ersten Teilung bestimmt. Feulgen. 
Vergr. 3000fach. 


Die weitgehend konstante Zahl aggregativer Paarungen und die 
stets gleiche Anzahl der von der Elimination ausgeschlossenen Bivalente 
1é8t vermuten, daB es immer die gleichen Chromosomen sind, die infolge 
spezifischer Eigenschaften fiir die atypischen Reifungsteilungen erhalten 
bleiben. Tatsichlich scheint die Form der Bivalente und der gesetz- 
maBige Ablauf der autonomen Teilungen dies zu beweisen. Die Giiltig- 
keit dieses Beweises ist weitgehend davon abhangig, ob man geneigt ist, 
das konstant abweichende Verhalten von Chromosomen als individuelle 
Eigenschaft anzuerkennen. 


IV. Allgemeiner Teil. 

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse iiber das Chromosomen- 
verhalten bei der Keimzellenreifung von Bithynia tentaculata konnen die 
bisherigen Befunde an vielen Stellen ergiinzen und einige Einzelheiten 
neu deuten. Der folgende Teil dient der Erérterung einiger neu ent- 
standener Probleme. Den AbschluB bildet eine Stellungnahme zu den 
Hypothesen iiber die méglichen Ursachen des Spermiendimorphismus. 


1. Der Formwechsel der Chromosomen in der Prophase. 
Sowohl fiir die atypische Prophase, also auch fiir die gestérten Sta-. 
dien der typischen Reihe ist das Auftreten ringférmiger Chromosomen 
1g ae 











406 H.-G. Kev: 


bezeichnend. Dariiber hinaus konnte festgestellt werden, daB auch bei 
normaler Entwicklung die Ringform eine Eigenschaft der meisten Chro- 
mosomen in den friihen Phasen des Kernwachstums ist und da8 unter 
Vollzug eines Entfaltungsvorganges die ringformigen Chromosomen in 
die Schlingen des Leptotanstadiums tiberfiihrt werden. In der atypischen 
Reihe tritt keine Entfaltung ein. Da kaum anzunehmen ist, daB sich 
die Chromosomen erst in der Prophase bis zur Beriihrung ihrer beiden 
Enden kriimmen, 1a8t ihr Verhalten Riickschliisse auf den Formwechsel 
in der Vermehrungsperiode zu. Es ist viel wahrscheinlicher, daB dieser 
Zustand als Folge jeder Mitose, zum mindesten in den sekundaren Sper- 
matogonien, eintritt. Eine bis auf Rast (1885) zuriickgehende und immer 
wieder bestatigte Beobachtung lehrt, daB sich die Arme metakinetischer 
Chromosomen in der Anaphase einander niahern. 

Diese Erscheinung wird dann besonders eindrucksvoll demonstriert, wenn die 
Telophase mit einer Karyomerenbildung verkniipft ist. Die Abbildungen von 
BEAR (1928) iiber die Furchungsteilungen von Amblystoma tigrinum zeigen, wie 
eine Vereinung der distalen Chromosomenabschnitte zustande kommen kann. 

Bei den Anaphasen der Spermatogonienteilungen von Bithynia ist 
dieses Zusammenklappen der Chromosomenarme wegen der geringen 
GréBe der Zellen und der erheblichen Zahl der Chromosomen nicht nach- 
weisbar. Fir die langen subtelokinetischen Elemente gibt es aber 
keinen Grund, der ein solches Verhalten ausschlieBt. Schwieriger sind 
dagegen Vorstellungen iiber das Zusammenklappen stark verkiirzter 
Chromosomen. Man kann jedoch annehmen, daf eine friihzeitige telo- 
phasische Streckung diesen Chromosomen ebenfalls die Beweglichkeit 
ihrer Arme garantiert. Ob bei der Vereinigung der Chromosomenenden 
auch deren fragliche Anziehungskrafte eine Rolle spielen, soll nicht dis- 
kutiert werden. 

Die Ringform diirfte demnach nicht nur bei den Chromosomen der Spermato- 
gonien von Bithynia auftreten, sondern in allen Fallen, in denen die Proportionen 
der Chromosomen und die Lage des Kinetochors geeignete Vorbedingungen schaf- 
fen. Nur wird normalerweise wahrend der Prophase die Vereinigung der Chromo- 
somenenden so friih gelést, daB bei den Mitosen keine Ringe sichtbar werden. 

Zu Beginn der Prophase bilden die ringformigen Elemente eine 
geschlossene Schicht an der Membran des Spermatocytenkerns, wodurch 
dieser die erwihnte Netzstruktur erlangt. Eine gewisse Festigkeit des 
Chromosomenverbands verhindert zunichst die Isolierung der Einzel- 
chromosomen bei der VergréBerung des Kerns. Dabei entstehende 
Spannungen bewirken jedoch bald einen Ri8 in der Chromatinschicht, 
der dem Lochkernstadium sein bezeichnendes Aussehen verleiht. Der 
Zusammenhalt unter den Chromosomen bis zu dieser Phase wird an- 
scheinend durch Verklebungen der Matrix erreicht. 


Der weitgehend fliissige Zustand der Matrix wahrend friiher Prophasestadien 
kann Verklebungen der Chromosomen hervorrufen, deren Reste bis in das Meta- 
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phasestadium erhalten bleiben. Die interchromosomalen Verbindungen in den 
Metaphaseplatten vieler Hemipteren werden von Ris (1942) in diesem Sinne gedeu- 
tet. Es bestehen deshalb keine Bedenken, die Chromosomenhiillsubstanz fiir die 
Verkittung der Ringelemente in den Spermatocyten von Bithynia verantwortlich 
zu machen, zumal bei der Trennung der Chromosomen ahnliche Verbindungsfaden 
auftreten, wie bei den Hemipteren. 

In der atypischen Prophase wird infolge Stillegung des Chromo- 
somenformwechsels zunachst keine Matrix ausgebildet. Die Chromo- 
somen kénnen sich deshalb, dem Kenwachstum folgend, voneinander 
entfernen. Zur Zeit der Kondensation liegt dann ein derart lockeres 
Gefiige vor, daB Verklebungen nur noch an einigen Berithrungspunkten 
moglich sind. Diese Matrixverbindungen werden zu diinnen Faden aus- 
gezogen, deren Ursprungsstellen die gleichen konkaven Begrenzungen 
aufweisen, wie die Anheftungspunkte hochviskoser Substanzen. Damit 
laéBt sich die kantige Form der Chromosomen in der atypischen Prophase 
hinreichend erklaren. 


Aus begreiflichen Griinden kénnen die telokinetischen Chromosomen 
unter den dargelegten Bedingungen niemals ringférmig werden. Dem- 
entsprechend zeigen sich in den Stadien, die einen Einblick in die friihen 
Prophasezustiinde der Kerne gewahren, stets einige stabf6rmige Chromo- 
somen (Abb. 23). 


2. Probleme der aggregativen und konjugativen Paarung. 


Obgleich in der Prophase der atypischen Reihe die normalen syndeti- 
schen Vorgiinge fehlen, tritt stets eine bestimmte Zahl von Paarungen 
auf. Die Bivalente der atypischen Prophase entstehen auf aggregativem 
Wege. Da stets nur ein geringer Teil des Chromosomensatzes der Paarung 
unterworfen wird, ist eine Ahnlichkeit mit der Situation in den sekunda- 
ren Spermatogonien vorhanden, und es ist deshalb wahrscheinlich, daB 
die aggregativen Bivalente der atypischen Prophase gar nicht das 
Ergebnis meiotischer, sondern somatischer Paarungskrafte sind. 


Die Anordnung der Chromosomen in der Vermehrungsperiode ent- 
spricht durchaus den Bedingungen der somatischen Paarung. Diese 
Erscheinung ist von den Dipteren allgemein bekannt und kommt nach 
Lier (1953) auch bei Corixa punctata, bei Schmetterlingen (Ephestia) 
und bei Trichopteren vor. Im Unterschied zu diesen Insekten liegt bei 
Bithynia die somatische. Paarung nur in den Spermatogonien vor. 
Gegen Ende der Vermehrungsperiode erfolgt zwischen einer Reihe von 
Homologen eine Verstiirkung der gegenseitigen Anziehung, so da in den 
kleinen Metaphaseplatten der sekundiren Spermatogonien bereits lockere 
Aggregationen zu beobachten sind!. Es ist deshalb anzunehmen, daB 





1 Eine Zunahme der somatischen Paarung ist auch in der Vermehrungsperiode 
von Dipteren-Spermatogenesen anzutreffen (KEUNEKE 1924, BavErR 1931). 
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auch in der Wachstumsperiode die gleichen Anziehungskrafte wirksam 
bleiben. Sie treten jedoch nur in der Prophase der atypischen Reihe 
in Erscheinung, weil dort die meiotische Paarung unterbunden ist. 

Nach den Darlegungen von WuiTE (1954) ist die somatische Paarung fiir den 
Zusammenhalt der Homologen in den Prophasen der achiasmatischen Spermato- 
genesen verantwortlich. Diese Deutung wiirde sich gut in die Vorstellungen von 
einer funktionellen Trennung von somatischer und meiotischer Paarung einfiigen, 
wie sie durch die Untersuchungen an Bithynia gewonnen wurden. 

Die aggregativen Bivalente riicken hauptsichlich deshalb in den 
Vordergrund des Interesses, weil sie sich innerhalb der atypischen Rei- 
fungsperiode genau so verhalten, wie jene Bivalente der typischen Pro- 
phase, die durch die Metaphaseunterbrechung eine atypische Weiter- 
entwicklung erfahren. Hieraus ist zu folgern, daB der Unterschied zwi- 
schen konjugativer und aggregativer Paarung zum mindesten ohne Be- 
deutung fiir den Verlauf der atypischen Reifungsteilungen ist. Da 
letztere aber durchaus normale Eigenschaften tragen, erlaubt die Gleich- 
wertigkeit der beiden Paarungsméglichkeiten in der atypischen Reifungs- 
periode auch Riickschliisse auf noch ungeléste Probleme der typischen 
Prophase, nimlich auf das Vorkommen von Chiasmen und Stiickaus- 
tausch. 

Die typische Reihe zeigt als bedeutungsvollste Erscheinung die ver- 
langerte Pachyténpaarung, die erst nach Durchlaufen diffuser Stadien, 
offenbar ohne Chiasmenbildung aufgegeben wird. 

Normalerweise markieren die Chiasmen diejenigen Stellen des Bivalents, an 
denen als Folge eines crossing-over ein Stiickaustausch vorgenommen werden kann. 
Ein solches Vorkommnis setzt eine sehr genaue Konjugation aller homologen 
Chromomeren voraus. Die maximale Streckung der Chromosomen in den ersten 
Phasen der Wachstumsperiode steht zweifellos damit in Zusammenhang. Fehlt 
dagegen die Chiasmenbildung, dann ist eine Vernachlassigung der Paarungs- 
genauigkeit ohne nachhaltige Bedeutung und eine einfache Aggregation leistet das 
gleiche. Dieses Prinzip ist in der Spermatogenese der meisten brachyceren Dipteren 
verwirklicht. Dort tritt mit dem Ausbleiben der Chiasmen eine weitgehende Ver- 
einfachung des Prophasegeschehens ein, im Rahmen dessen erhebliche Liangs- 
streckungen der Chromosomen unterbleiben. Derartige Paarungszustinde kommen 
Aggregationen nahe. 

Da es unwahrscheinlich ist, daB die gleichen Homologen in einer 
Meiose mit obligatorischer Chiasmenbildung sowohl bei aggregativer 
als auch bei konjugativer Paarung zur Durchfiihrung von Reifungs- 
teilungen befahigt sein sollen, ist auch ohne tiefere Kenntnis der Vorgange 
wahrend der diffusen Phasen anzunehmen, daB der typischen Prophase 
Chiasmen und Stiickaustausch fehlen. Die typische Bivalententwicklung 
zeigt zweifellos eine groBe Ahnlichkeit mit den Verhiltnissen bei den von 
SUOMALAINEN (1946) untersuchten Schaben Blatta orientalis und Blabera 
fusca. Zwar féhlen den Blattarien die diffusen Stadien, aber eine lang 
anhaltende Pachyténpaarung ist vorhanden, auf die ein einfaches Aus- 
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einanderweichen der Konjugationspartner, unter Beibehaltung von 
1 oder 2 Terminalverbindungen folgt. Letztere werden allerdings von 
SUOMALAINEN als streng terminal lokalisierte und dadurch unsichtbare 
Chiasmen gedeutet. Ein prinzipiell ahnliches Verhalten zeigen die Biva- 
lente in der Spermatogenese von Alydus calcaratus (REUTER 1930). Die 
Ahnlichkeit mit Bithynia wurd dadurch noch unterstrichen, daB sich 
die Homologen in ,,diffusem“ Zustand voneinander trennen. 

Gegen die Beurteilungen, welche die Terminalverbindungen durch 
SUOMALAINEN erfahren haben, wird von einigen Seiten (CoopER 1949, 
Hueues-ScHraDER 1950) Bedenken geiuBert. CooprR (1944, 1949) 
hat an den Dipteren Olfersia und Drosophila in eindrucksvoller Weise 
demonstriert, daB chiasmenahnliche Strukturen keineswegs immer Stellen 
eines Stiickaustausches markieren. Nach der Ansicht von HucuHEs- 
ScHRADER ist der Begriff Chiasma als cytologischer Terminus nur da 
anwendbar, wo entsprechende Strukturen sichtbar sind. Terminal- 
verbindungen diirfen deswegen nur dann als Chiasmen gedeutet werden, 
wenn der Terminalisationsvorgang beobachtet werden kann oder auf 
andere Weise, wie z. B. dem Vererbungsversuch, ein giiltiger Beweis zu 
erbringen ist. ; 

Fir die Bewertung der Bivalentengenese in der Prophase von 
Bithynia ergibt sich hieraus folgendes. Die Stadien vor und nach der 
diffusen Periode geben zwar keinen Hinweis auf das Vorkommen von 
Chiasmen. Damit allein ist nicht zu beweisen, daB wahrend der diffusen 
Stadien kein Stiickaustausch vorgenommen wird. Als Beweis dafiir 
kann jedoch die Gleichwertigkeit der aggregativen und konjugativen 
Paarungen dienen, aber auch nur fiir diejenigen 4 bzw. 5 Bivalente die 
durch ihr einheitliches Verhalten in der atypischen Reifungsperiode 
diese Gleichwertigkeit veranschaulichen. Fiir die iibrigen Bivalente ist 
das Fehlen der Chiasmen aber anzunehmen, da die Entwicklung in der 
Diakinese keine Handhabe bietet, die auf ein grundsitzlich anderes Ver- 
halten einiger Bivalente gegeniiber den iibrigen hinweist. 


3. Die Eliminationsvorginge. 

Die Elimination des iiberwiegenden Teils der Chromosomen charak- 
terisiert den atypischen Verlauf der Reifungsteilungen. Es kann als 
hinreichend bewiesen gelten, daB immer nur bestimmte Chromosomen 
der Degeneration verfallen, und es bleibt zu erértern, nach welchem Ge- 
sichtspunkt diese Auswahl erfolgen kénnte. Fiir die Abkémmlinge der 
atypischen Prophase scheint auf den ersten Blick die Univalenz der 
bestimmende Faktor fiir das Ausscheiden der Chromosomen zu sein. 

Im Prinzip erinnert die atypische Prometaphase an die zuweilen in den ersten 


Reifungsteilungen numerischer Bastarde auftretenden Eliminationen univalenter 
Chromosomen. In diesem Zusammenhang sind die Beobachtungen von BLEIER 
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(1930) an den Pollenteilungen von Getreidebastarden von Interesse, die zeigen, daB 
ungepaarte Chromosomen solange der Aquatorialplatte fern bleiben, bis ein Tei- 
lungsspalt sichtbar wird. Eine solche Spaltung ist aber bei den univalenten Chromo- 
somen der atypischen Spermatocyten nicht nachweisbar. 

Dementgegen beweist die Metaphaseunterbrechung, da der 
Univalenz keineswegs primaire Bedeutung zukommen kann. Dort sind 
bei Eintritt der Storung alle Chromosomen bivalent, und die Univalenz 
wird erst durch die autonomen Teilungen hervorgerufen, die einsetzen, 
wenn die Chromosomen die Metaphaseplatte verlassen haben. Die- 
jenigen Bivalente, die bei der Metaphaseunterbrechung der typischen 
Reihe erhalten bleiben, werden aber von den gleichen Chromosomen 
gebildet, die als paarige Aggregate in der atypischen Prophase auftreten. 
Fir das Zustandekommen dieser atypischen Paarungen werden die 
somatischen Paarungskrafte verantwortlich gemacht (s. das vorangehende 
Kapitel), die offenbar von der Stérung der meiotischen Paarung unab- 
hangig sind. Auch in der typischen Prophase ist die Wirksamkeit der 
somatischen Paarung zu verspiiren, und zwar an denjenigen Chromo- 
somen, die durch friihzeitige Konjugation das Leptotinstadium iiber- 
springen. Im weiteren Verlauf wird normalerweise die somatische Paa- 
rung von der meiotischen iiberdeckt und tritt nur dann wieder zum 
Vorschein, wenn die meiotische Paarung friihzeitig unterbrochen wird. 
Letzteres geschieht bei der Metaphaseunterbrechung. Da die somatische 
Paarung aur fiir bestimmte Chromosomen wirksam ist, gelangen stets 
die gleichen Bivalente zu den atypischen Reifungsteilungen; dies gilt 
auch unter der Annahme, da8 die Eliminationsvorginge der Metaphase- 
unterbrechung und der Prometaphase auf verschiedenen Ursachen be- 
ruhen. Abb. 29 zeigt ein Diagramm, aus dem die Anderung der Paarungs- 
zahl (Ordinate) im Verlauf der Spermatogenese (Abszisse) zu ersehea 
ist. Die durchlaufende Kurve der somatischen Paarung (ausgezogene 
Linie) wird vom Beginn der Wachstumsperiode an von der meiotischen 
Paarung iiberlagert (unterbrochene Linie), die normalerweise mit der 
Anaphase der ersten Reifungsteilung ihren Abschlu8 findet. Fir den 
Fall einer Metaphaseunterbrechung wird die Entwicklung auf der Basis 
der somatischen Paarung fortgesetzt. 

Der die Elimination auslésende Faktor bleibt nach wie vor unbekannt ; 
es ist auch durchaus unsicher, an welcher Stelle die Stdrung zuerst 
angreift. 

Das Auswandern der Bivalente aus der Aquatorialplatte und das darauffolgende 
Verschwinden der meisten Spindelfasern ]4Bt vermuten, daB die Kinetochoren 
primar eine Schadigung erfahren. Die autonome Teilung der Bivalente ist offenbar 
ohne Mitwirkung der Kinetochoren méglich. Die Versuche von CaRLson (1938) 
an réntgenbestrahiten Neuroblasten von Heuschrecken haben ergeben, daB auch 


kinetochorenlose Chromosomenbruchstiicke zu einmaliger Teilung fahig sind. Nach 
den Untersuchungen von PoLLisTER und PoLLisTER (1943) treten in der atypischen 
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Reihe amerikanischer Viviparusarten die Kinetochoren aus den degenerierenden 
Chromosomen aus und verwandeln sich in Centriolen. 

Wenn es auch keineswegs verstindlich ist, weshalb die somatisch 
gepaarten Chromosomen von jeder Stérungseinwirkung verschont 
bleiben, so gelingt es doch mit der oben entwickelten Hypothese auch eine 
Erklarung fiir die Serie autonomer Teilungen der Metaphase der ersten 
atypischen Reifungsteilung (s. 8S. 404, 405) zu finden. Dabei wird von der 
Voraussetzung ausgegangen, daB die somatische Paarung mit Beginn 
der Reifungsperiode eine Abschwichung erfahrt. Bei Verzégerung der 
Anaphase gelangen die einzelnen Bivalente nacheinander in den Bereich 
der Abschwichung; damit verfallen sie aber der Stérungseinwirkung 
und der Elimination. In Abb. 29 driickt sich die Abschwichung der 
somatischen Paarung durch allmahlichen Abfall der Kurve im ersten 
Abschnitt der Reifungsperiode aus. Neben den verschiedenen Méglich- 
keiten der Unterbrechung der sukzessiven Elimination der Bivalente 
durch die Anaphase ist auch der hypothetische Fall bericksichtigt, 
in dem die Anaphase gar nicht eintritt und deshalb die letzten 2 Biva- 
lente auch noch dem Restk6rper zugefiigt werden. 

Die Verlagerung der eliminierten Chromosomen an das eine Ende der 
Spindel ist nicht ungewdhnlich. Ahnliches zeigen die von SCHRADER 
(1946a, b) bei einer Reihe von Pentatomiden entdeckten aberranten 
Meiosen, bei denen die Restmasse auch immer an einen Abkémmling 
der Reifungsteilungen weitergegeben wird. In den von SCHRADER be- 
schriebenen Stérungen verhalten sich die Geschlechtschromosomen gegen- 
iiber den Autosomen normal. Dem gleichen Eliminationsprinzip folgen 
auch die von BAvER und BEERMANN (1952) beschriebenen ,,differen- 
tiellen Mitosen“ bei den Gonienteilungen der Orthocladiinen (Nemato- 
ceren). Dagegen stellen die Separationsvorginge aus den Spermato- 
genesen von Phenacoccus (HUGHES-SCHRADER 1935) und Gossyparia 
(ScHRADER 1929) und den Cecidiomyiden (WHITE 1946, 1947) keine ver- 
gleichbaren Eliminationsprozesse dar. Dort werden mit Hilfe von Halb- 
spindeln ungepaarte Chromosomen aus der Masse der iibrigen isoliert. 

Der verbreitete Fall, bei dem die eliminierten Chromosomen in der 
Aquatorialplatte verbleiben, ist in der atypischen Reihe von Ptero- 
trachea mutica verwirklicht (ANKEL und Runt). In dieser atypischen 
Spermatogenese diirften keine Aberrationen auftreten, die sich von 
den fiir Bithynia beschriebenen grundlegend unterscheiden; eingehende 
Untersuchungen dariiber stehen noch aus. 


4. Die Beziehungen der vorliegenden Untersuchungsergebnisse 
zur Theorie des Spermiendimorphismus. 
Seit der Entdeckung des Spermiendimorphismus durch v. SIEBOLD 
(1836) hat es nicht an Vermutungen und Hypothesen iiber die Bedeutung 
dieser Erscheinung gefehlt. NaturgemaéB waren es zuerst die abweichend 
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gebauten Spermien, die das Interesse der Forscher erregten, noch ehe 
etwas Naheres tiber den Verlauf ihrer Entwicklung bekanntgeworden 
war. Da die teilweise recht kompliziert gebauten atypischen Spermien 
regelmaBig neben den normalen auftreten, ist nur von wenigen Forschern 
(z. B. GutHERz 1926) die Meinung ernsthaft vertreten worden, daB es 
sich hierbei um Erzeugnisse von Stérungen handelt, wie sie in allen 
Spermatogenesen vorkommen. Es hat vielmebr nicht an Versuchen 
gefehlt, den atypischen Spermien besondere Funktionen zuzuschreiben 
und damit ihre Anwesenheit als obligatorisch hinzustellen. Hypothesen 
iiber die den atypischen Spermien zugedachten Aufgaben, wie mero- 
sperme Befruchtung (MEvEs 1903), Geschlechtsbestimmung (R. Hzrt- 
wie 1912), Determination von Nahreiern (PORTMANN 1927) sind wider- 
legt worden (s. GOLDSCHMIDT 1921, StaicER 1951) und muBten scheitern, 
weil es sich herausgestellt hat, daB die atypischen Spermien nicht in die 
Kier einzudringen vermégen. Unwahrscheinlich ist ebenfalls, daB die 
atypischen Keimzellen als Nahrmaterial fiir die typischen erzeugt werden 
(REINKE 1914). Hingegen laBt sich nicht abstreiten, daB die atypischen 
Spermien in einigen Fallen, wenn auch offenbar sekundaér, Funktionen 
iibernommen haben. Wooparp (1940) fand, daB die typischen Spermien 
von Goniobasis laqueata nur bei Anwesenheit der atypischen ihre Be- 
wegungsfihigkeit erlangen, und ANKEL (1926) entdeckte, daB die riesen- 
haften, merkwiirdig gebauten atypischen Spermien von Janthina und 
Scala als Transportmittel (Spermatozeugmen) fiir die typischen dienen. 

Bis zur Gegenwart sind die Entwicklungsablaufe einer groBen Zahl 
atypischer Spermatogenesen bekanntgeworden. Immer bewegen sich 
die Beschreibungen im Rahmen der beiden Reihen, so daB bisher der 
Eindruck erhalten geblieben ist, daB sich die atypischen Vorgainge im 
wesentlichen auf die Bildung der atypischen Spermien beschrinken. 
In den Spermatogeneseverhiltnissen von Bithynia tentaculata herrscht 
dementgegen eine ganz andere Situation. Hier steht die atypische Reihe, 
d.h. die Entwicklungsreihe, die atypische Spermien hervorbringt, im 
Rahmen einer groBen Zahl von Stérungen, die bestimmte Teilvorginge 
der Spermatogenese beeinflussen. Als besonders stérungsempfindlich 
erweist sich die Chromosomenentwicklung der Prophase. Chromosomen- 
entfaltung, Chromosomenkondensation, meiotische Paarung und Sper- 
matocytenwachstum lassen sich auf Grund der verschiedenen Stérungs- 
mdglichkeiten als weitgehend selbstindige Komponenten prophasischer 
Entwicklung erkennen. Die Stérungen folgen nicht dem Prinzip des 
,,entweder-oder“, sondern sind in ihrer Wirkung graduell in mannig- 
faltigster Weise abgestuft. 

Die Hemmung des Kernwachstums der Spermatocyten ist die am 
leichtesten in ihrer Auswirkung verfolgbare Stérung: Verzégerungen 
des Wachstums in ziemlich weitem Bereich haben keinen EinfluB auf die 
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normale Chromosomenentwicklung. Starke Hemmungen beeintrachtigen 
erklarlicherweise auch die Chromosomenentwicklung und fihren zu 
baldiger Degeneration. Die weitgehende Unabhiangigkeit des Wachs- 
tums von den iibrigen Entwicklungsvorgingen demonstriert das _,,reine 
Wachstum“. Diese Erscheinung ist von vielen anderen Spermato- 
genesen der Prosobranchier bekannt, in denen Spermatocyten noch 
Plasmawachstum zeigen, nachdem der Kerninhalt lingst in Auflésung : 
begriffen ist (z. B. Conus, KuscHaKEWwITSCcH 1913; Strombus, REINKE j 
1914; Janthina, ANKEL 1930a; Goniobasis, WoopAaRD 1935). 3 

Die Hemmung der Chromosomenentfaltung bedarf in der Spermato- ; 
genese von Bithynia deshalb einer besonderen Bewertung, weil sie in 
ihrer extremen Form die atypische Reihe charakterisiert. Auch die Ent- 
faltung kann in sehr verschieden starker Weise gehemmt sein. Im Zu- : 
sammenhang mit der asynchronen Entwicklung der Chromosomen in 
der friihen Prophase kénnen auf Grund verzégerten Einsetzens der 
Hemmung Kerne entstehen, die entfaltete und nichtentfaltete Chromo- 
somen enthalten. F 

Die Hemmung der meiotischen Paarung tritt offenbar nicht in Ab- : 
stufungen auf, sondern ist immer vollstandig. Meistens ist sie auch mit 
der Entfaltungshemmung verbunden (atypische Reihe). Die frihzeitige 
Unterbrechung der meiotischen Paarung in der Metaphase der ersten 
Reifungsteilung hat das gleiche Ergebnis, wie fehlende Konjugation 
(namlich eine atypische Reifungsperiode). Ob auch eine Konjugations- 
hemmung in der normalen Spermatogenese auftritt, ist nicht sicher fest- 
zustellen. 

Die Hemmung der Kondensation ist mit der Entfaltungshemmung 
gekoppelt. Diese Stérung ist abgestuft und beeinfluBt. durch ihre Starke 
das Schicksal der Zellen nachhaltig. Ohne Kondensation kénnen sich 
Zellen mit nichtentfalteten Chromosomen nicht weiterentwickeln. Das 
reine Wachstum ist dadurch charakterisiert. 

Eine derartige Einteilung — mag sie auch in der Abgrenzung der 
genannten meiotischen Teilvorginge anfechtbar sein — erlaubt eine 
Registrierung der vielen Stérungsméglichkeiten, zwischen die sowohl 
die typische Reihe mit ihren kleinen Aberrationen als auch die ,,klassi- 
sche“ atypische Reihe ANKELs eingeordnet werden kénnen. Fiir die 
Entwicklung aberranter Zellen besteht am Ende der Prophase eine 
Schranke, die, auBer fiir die normale Entwicklung, nur fir eine bestimmte 
Stérungskombination durchlassig ist. Es ist dies der Fall, in dem bei 
Ausfall der meiotischen Paarung, die somatische Paarung einige Biva- 
lente erzeugt, die auf Grund ihrer Gleichwertigkeit mit konjugativen 
Bivalenten Reifungsteilungen durchfiihren kénnen. Dieses Prinzip 
findet unter zwei ganz verschiedenen Bedingungen seine Verwirklichung, 
in der atypischen Prophase und der Metaphaseunterbrechung; es er- 
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méglicht in beiden Fallen den gestérten Spermatocyten die Bildung 


oligopyrener Spermien (Abb. 30). Gerade die Bedeutung der somatischen 


Paarung darf fiir den Verlauf der atypischen Entwicklung nicht zu 
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gering eingeschitzt werden. Ohne das Vorhandensein der aggregativen 
Bivalente kénnten bei dem Ausbleiben der meiotischen Paarung niemals 


atypische Spermien nach dem Bauprinzip der typischen Spermien auf- 
treten. Das Fehlen somatisch gepaarter Chromosomen bei den iibrigen 
Prosobranchiern ist zweifellos der Grund dafiir, daB dort atypische 
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Spermien ganz anderer Bauart auftreten; ohne Bivalente kénnen keine 
normalen Reifungsteilungen durchgefiihrt werden und damit wird auch 
die Histogenese der Spermien weitgehend abnorm. 

In der Spermatogenese von Bithynia leachi (noch unveréffentlicht) wird die 
Prophase in der gleichen Weise gestért wie bei Bithynia tentaculata. Es fehlen aber 
die Stadien der Kondensation nichtentfalteter Chromosomen. Deshalb kann trotz 
somatischer Paarungen keine der gestérten Entwicklungsreihen eine Reifungs- 
periode durchfiihren und atypische Spermien nach dem fiir die Gattung Bithynia 
charakteristischen Bautyp hervorbringen. 


Die Erwagungen iiber die Ursachen der Stérungen erfordern eine 
Beriicksichtigung der derzeit giltigen Hypothese. ANKEL (1930a, b) 
sieht in der atypischen Spermatogenese der Prosobranchier AuBerungen 
spermatogenetischer und oogenetischer Potenzen, die in artspezifisch 
festgelegter Reihenfolge und Intensitét die Keimzellenentwicklung be- 
einflussen. Diese Hypothese hatte zur Zeit ihrer Entstehung fiir die Ver- 
haltnisse bei Janthina und Scala, an die ANKEL seine Gedanken an- 
kniipft, etwas Uberzeugendes. Die atypischen Spermatocyten dieser 
Prosobranchier aéhneln in der Wachstumsperiode sehr den Oocyten; 
wahrend der Morphogenese der Spermien treten deutoplasmatische Bil- 
dungen auf und schlieBlich setzen sich die typischen Spermien in groBer 
Menge an den atypischen fest, deren Kerne vollig degenerieren. Unter 
den zahlreichen Méglichkeiten, die ANKEL (1930a) fiir das Zusammen- 
wirken oogenetischer und spermatogenetischer Entwicklungskriafte unter 
den bekannten atypischen Spermatogenesen findet, wird Bithynia als 
Beispiel mit geringster ,,weiblicher‘‘ Tendenz genannt. Die fiir ANKEL 
wichtigen Kennzeichen in der atypischen Reihe sind 1. tibermaBiges 
Plasmawachstum, 2. Stdérungserscheinungen in Wachstums- und Rei- 
fungsperiode und 3. die zahlreichen Mitosen in der Reifungsperiode. 
ANKEL (1930a, 1933) ist der Ansicht, daB die in vielen atypischen Reihen 
auftretende multiple Centriolenteilung bei Bithynia in Form zahlreicher 
aufeinanderfolgender Mitosen ihren Ausdruck findet. 

Von diesen 3 Punkten sind 1. und 3. auf Grund meiner Untersu- 
chungen nicht mehr beweiskraftig, weil sie die ,,ungeordnete Karyo- 
kinese“ voraussetzen. Den Stérungserscheinungen (Punkt 2) ist in der 
vorliegenden Arbeit ganz besondere Beachtung geschenkt worden, ohne 
daB irgendwelche Motive einer Stérungsursache zutage getreten waren. 
Symptome oogenetischer Einfliisse, wie sie von ANKEL in der Spermato- 
genese von Janthina und Scala gefunden worden sind, fehlen bei Bi- 
thynia. Wenn auch kaum daran zu zweifeln ist, daB den atypischen 
Erscheinungen in den Spermatogenesen der Prosobranchier etwas Ge- 
meinsames zugrunde liegt, so erlauben die hier dargelegten Befunde 
iiber Bithynia vorerst keine Riickschliisse auf das Chromosomenverhalten 
in den weniger gut bekannten Prosobranchierspermatogenesen, wie auch 
umgekehrt dort ausgesprochene Deutungsversuche nicht ohne weiteres 
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auf Bithynia angewendet werden dirfen. Deshalb sollen auch zuniichst 
keine Vermutungen iiber die Ursachen der Stérungen in der Spermato- 
genese von Bithynia geiiuBert werden. Es ist jedoch auBer Zweifel, daB 
die Art und Weise, wie die Spermatocyten von Bithynia auf die Stérungen 
reagieren, artspezifisch festgelegt ist. Neben unbekannten Faktoren sind 
die somatische Paarung und der Chiasmenausfall fiir die Entwicklung 
der oligopyrenen Spermien von Bithynia von grundlegender Bedeutung. 
Ohne diese beiden Faktoren wiirden jedenfalls atypische Spermien, die 
den typischen im Bauprinzip véllig gleichen nicht entstehen kénnen. 
Diese Erkenntnis trigt dazu bei, den bedeutenden Unterschied, den die 
atypischen Spermien von Bithynia zu denjenigen der anderen Proso- 
branchier besitzen, zu erkliren, ohne daB dabei Spekulationen iiber die 
Stérungsursachen notwendig sind. 


Zusammenfassung. 

1. Die bisherigen Kenntnisse iiber die Spermatogenese von Bithynia 
tentaculata werden erginzt und in einigen Punkten berichtigt. 

2. In der Vermehrungsperiode unterliegt ein Teil des Chromosomen- 
satzes der somatischen Paarung. 

3. Die typische Spermatogenese verlauft ohne erkennbare Chiasmen- 
bildung. 

4. In der Wachstums- und Reifungsperiode treten Stérungen auf, 
die Spermatocytenwachstum, Entfaltung, Kondensation und Konjuga- 
tion der Chromosomen ganz oder teilweise hemmen. 

5. In der Wachstumsperiode werden die genannten Teilvorginge der 
Entwicklung einzeln oder in verschiedenen Kombinationen durch die 
Stérungen beeinfluBt. Bei der sog. atypischen Reihe sind Konjugation 
und Chromosomenentfaltung véllig unterdriickt; die wenigen auftreten- 
den Bivalente sind immer die gleichen und entstehen auf Grund der 
somatischen Paarung. 

6. Die Reifungsperiode verliuft dann atypisch, wenn die Konjuga- 
tion von vornherein ausbleibt (atypische Reihe) oder vorzeitig abge- 
brochen wird (Metaphaseunterbrechung). Die wenigen Bivalente, die 
auf Grund somatischer Paarungskrafte erhalten bleiben, teilen wie in 
der normalen Meiose; alle univalenten Chromosomen werden eliminiert. 

7. Die Entstehung der aberranten Chromosomenform, die Bedeutung 
der Chiasmenlosigkeit fiir die Paarungen der atypischen Prophase und 
die Beziehungen der eigenen Befunde zu der Theorie des Spermato- 
zoendimorphismus werden diskutiert. 
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THE CHROMOSOMES OF THE GIANT SCALE 
ASPIDOPROCTUS MAXIMUS LOUNS. (COCCOIDEA-MARGARODIDAE) 
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AND SPERM FORMATION. 
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With 40 figures in the text. 

(Hingegangen am 23. Marz 1955.) 


The Llaveiini and the Iceryini, two of the five tribes comprising the 
sub-family Monophlebinae of the primitive coccid family Margarodidae, 
have been extensively studied cytologically (review in HucHEs-Scura- 
DER, 1948). Each tribe appeared to constitute a natural unit on cytolo- 
gical as well as taxonomic criteria, with tribally diagnostic chromosome 
complements and unique specializations of the male meiotic mechanism. 
The cytology of the giant African coccid Aspidoproctus thus has a special 
interest as affording the first data on a third tribe, the Monophlebini of 
this same sub-family. Tribally distinctive cytological characters were 
the more to be expected here because of the wider geographical separa- 
tion involved. The Liavetini and the Iceryini are exclusively neotropical 
in distribution, while the Monophlebini are restricted to the Oriental 
and Ethiopian regions (with a single genus extending into the Medi- 
terranean and European sub-regions of the Palaearctic). The genus 
Aspidoproctus is known only from Africa. Yet its cytology proves to 
conform closely to the basic pattern of the neotropical Llaveiini. In 
addition to its cytotaxonomic interest the case of Aspidoproctus warrants 
description for two purely cytological features. These are: (1) an extre- 
mely high frequency and complete stabilization of asynapsis in male 
meiosis are here encountered in a form in which the early meiotic pro- 
‘phase is far more open to analysis than is the case in the Llaveiini; and 
(2) it has been possible to establish the general course of sperm formation, 
hitherto known only in the Iceryini. In Aspidoproctus, as in the iceryines, 
spermiogenesis involves the migration of the chromosomes out of the 
nucleus into the cytoplasmic tail filament to form a non-flagellate sperm. 


I. Material and Methods. 


Aspidoproctus maximus has been recorded from Tanganyika and Kenya in 
North Africa south to southern Rhodesia. Data on the behavior and life cycle are 
available in THoRPE’s (1941) studies. My material stems from Morogoro, Tanganyika, 
where the host plant of the parent colony was Albizzia brachycalyx. Identification 
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of the coccid as A. maximus has been confirmed by Dr. Harotp Morrison of the 
Bureau of Entomology, U.S.D.A., as reasonably certain, although it was not 
possible to compare it with specimen from the type locality inRhodesia. Dr. Morkrt- 
son finds, however, that the Morogoro material agrees well with specimen in his 
collection from other sites in Rhodesia. Specimen of the Morogoro colony have 
been deposited in the U.S. National Museum. 

Mature females, with living embryos in the marsupial pouches, were cut from 
the host trees and shipped via air. The emerging first instar larvae were raised 
to maturity on small! trees of Cassia siamea under greenhouse conditions. The 
duration of the different instars and the ultimate size attained correspond well 
with field grown specimen as reported by THoRPE (1941). For the cytological study 
68 males of the 2nd, 3rd, 4th and 5th instars were used. Excellent fixation, as 
judged by comparison with living cells viewed with phase optics, was obtained with 
Sanfelice and with Bauer’s modification of Allen-Bouin. The material was embedded 
in paraffin, sectioned, and stained with the Feulgen reaction and Fast Green, or, 
for details of the spindle apparatus, with Heidenhain’s Hematoxylin. Feulgen 
smears, fixed in Sanfelice, and aceto-orcein squashes were used for late stages in 
spermatid and sperm development. 

It is a pleasure to thank Professor W. H. ToorPs of Cambridge University for 
making the initial arrangements for this study, and Dr. H. H. Storgy, Director 
of the East African Agriculture and Forestry Research Organization for generous 
cooperation. I am particularly indebted to Mr. G. Swarn, Entomologist of the 
Tanganyika Department of Agriculture and to Miss C. A. Buarr of his staff for the 
discovery and continued observation of the parent colony and the shipment of the 
material. Grateful acknowledgment is made to Dr. Wm. J. Rossins of the New 
York Botanical Gardens for seeds of the African Cassia siamea, obtained through 
the cooperation of Dr. GREENWayY of Nairobi, Kenya. 


II. The Chromosome Complement. 

The diploid chromosomes of the female, determined at somatic and 
oogonial metaphase (Figs. 1 and 2), are 6 in number and comprise 2 
pairs of autosomes approximately equal in length, and a third pair 
slightly more than one-fourth as long. Only one member of this short 
pair is present in the male set of 5 chromosomes (Figs. 3 and 4), which 
together with its behavior in male meiosis identifies it as the sex chromo- 
some, and the sex determining mechanism as the XO-male, X X-female 
type. Somatic and gonial mitosis in both sexes conforms to the usual 
coccid pattern, as conditioned by the diffuse kinetochore (Figs. 5 
and 6). Although no centriole is demonstrable, the chromosomal fibers 
converge to a sharp focus at either pole, in contrast to their divergent 
course in male meiotic divisions. The nucleolus forms in association with 
one pair of autosomes, at a subterminal locus. It disappears in late pro- 
phase in gonial and somatic mitosis and reforms in early telophase as 2 
small, often widely separated nucleoli. These invariably fuse in late telo- 
phase. There is no heterochromatin at the nucleolar sites, and the 
mechanics of their fusion is not apparent. 

1 Imported under special permit of U. S. D. A. Bureau of Entomology and 
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III. Meiosis in the Male. 
As noted above, the point of major interest here is the high fre- 
quency of unpaired autosomes at first metaphase. Among 5 males 
scored, from 14% to 52% of the primary spermatocytes show one of the 
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Figs. 1—6'. Somatic and gonial mitosis. Fig. 1. Oogonial metaphase. Fig. 2. Somatic 

metaphase, female. Figs. 3 and 4. Spermatagonial metaphase; the unpaired, short chromo- 

some is the X. Fig. 5. Lateral aspect, spermatogonial metaphase. Fig. 6. Late anaphase, 
spermatogonium. 


2 pairs of autosomes unpaired. Since the general course of meiosis is 
similar to that already familiar in Llaveia and Nautococcus (HUGHES- 
ScHRADER, 1931, 1942), only variant features and those bearing on the 
behavior of the univalents will be described in detail. 


a) Early prophase; origin of univalents. 

Leptotene is characterized by an extreme extension of the chromo- 
somes. The latter take a position close to the nuclear membrane, with 
the exception of the 2 chromosome ends attached to the nucleolus, which 
lies in the interior of the nucleus. The X chromosome, euchromatic 
through gonial stages, undergoes precocious coiling to appear positively 
heterochromatic up to the confused stage. No bouquet orientation is 
discernible until the onset of zygotene pairing. It then becomes evident, 
in nuclei especially favorable for analysis, that a variable number of 
chromosome ends are polarized at one restricted area of the nuclear 
membrane. In the nucleus shown in figure 7 these comprise, in addition 


1 Drawings made with camera lucida, at table level, Zeiss obj. 90 and 20 x oc 
(figs.37 to 40 with 10 x oc.), enlarged with pantograph ; magnification as reproduced 
shown by scale on figures. All drawings are from preparations stained with Feulgen 
and Fast Green; figs. 1—36 from sections, figs. 37 —40 from smears. 
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to the 2 ends of the now contracted X, 3 ends of paired or double threads. 
This represents the initiation of synaptic pairing in the 2 pairs of auto- 
somes, the nucleolar ends of one pair of autosomes remaining unpolarized. 
In other nuclei at this stage only 2 ends of paired autosomal threads are 
evident at the center of polarization; in none were nucleolar ends polari- 
zed or paired. Just at this time occur changes in the shape of the nuclei 
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Figs. 7—13. Male meiotic prophase. Fig. 7. Bouquet orientation and start of zygotene 
pairing; nucleolar ends not polarized; X heterochromatic. Fig. 8. Transient lobulation 
of nucleus and knotting of chromosomes, associated with formation of cytoplasmic stalk; 
synapsis incomplete. Fig. 9. Confused stage. Fig. 10. Emergence of chromosomes from 
confused stage in late pachytene state; pairing complete. Fig. 11. Same, but nucleolar 
autosomes asynaptic. Fig. 12. Nucleolar autosomes paired only at ends; non-nucleolar 
autosomes asynaptic. Fig. 13. Lobulation of nucleus in diakinesis, with one open-cross 
bivalent and asynaptic nucleolar chromosomes. 


associated with the growth of the cells and with a sudden elongation 
of the centrally directed cytoplasmic stalks which hold the 32 cells of 
each cyst in a compact rosette. As the stalk elongates the nucleus is 
forced outward into the expanded peripheral part of the cell, and in the 
process a long finger-like lobe extends for some time toward the original 
site of the nucleus. This lobulation entails considerable twisting and 
knotting of the chromosome threads (Fig. 8); it is transient, and the 
nuclei soon round up again in the peripheral expanded part of the cell. 
By this time, however, further analysis of the course of zygotene pairing 
is impossible; for the chromosomes become diffuse (Fig. 9) and remain 
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so for a considerable period as judged by the high relative frequency 
of this extended or confused stage. 

Thus all that can actually be observed as to the extent of zygotene 
pairing is that prior to the confused stage it is rare indeed to find a 
nucleus devoid of extensive loops of unpaired threads extending out 
from the chromosomal knot formed at the center of polarization (Fig. 8). 
Some indirect evidence is however available from later stages. Thus, 
when the nuclei first emerge from the confused stage, unpaired and 
partially paired chromosomes are not infrequent. Since bivalents with 
complete pairing are at this stage still in a late pachytene condition 
(Fig. 10), it is unlikely that such complete spatial separation of homo- 

logues as is shown in 
Table 1. Frequency of Asynapsis at Metaphase I. figure 12 (upper focal 
(Only uncut nuclei are scored.) level) — orsuch extensive 








Number Percentage | Percentage i 4 ’ 
Male pepe of nuclei of nuclei of unpaired en a eee 
dontea non- with autosomes geen in the nucleolar 

analyzable | asynapsis asynaptic 4 

bivalent of thesame nuc- 
1 181 7 52 26 leus — arose from pre- 
2 117 4 21 11 cocious diakinetic open- 
; ba : 4 ing-out of previously 
5 290 14 37 27 synapsed chromosomes. 














The same holds true for 
the nucleolar chromosomes shown in figure 11. From the pachytene 
status of the other bivalent in this nucleus it may be inferred that 
the wide separation of the nucleolar chromosomes bespeaks a true 
asynapsis. The progressive contraction, from the extended condi- 
tion of the confused stage, of asynaptic chromosomes held together 
only by their nucleolar attachment would tend to pull the nucleolus 
into two parts; this is apparently in progress in the nucleus shown 
in figure 11. Its end result is the complete separation of the asynaptic 
chromosomes, each retaining a part of the nucleolus (Figs. 13 and 14). 
In harmony with this interpretation is the fact that bilobed nucleoli 
appear for the first time during the latter part of the confused 
stage. At leptotene, zygotene, and early confused stages each nuc- 
leus, among 100 or more scored at each stage, has a single spherical 
nucleolus. In the late confused stage, as centers of chromosome con- 
traction become visible, a bilobed nucleolus was found in 11 of 106 nuclei 
checked, while nuclei with 2 nucleoli were present with a similar or 
higher frequency in different males during the later prophase stages. 
The available evidence thus indicates a considerable amount of actual 
asynapsis in the origin of the univalents. 

The possibility of some desynaptic action cannot be excluded, 
although there is no evidence of its occurrence. A direct check should 
eb possible for the period between early diakinesis and Metaphase I 
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whenever both stages are present in the same testis. In 3 males, in which 
100—200 nuclei were checked at each stage, the percentage of unpaired 
autosomes was respectively 21, 28 and 10 at diakinesis, as compared 
with 26, 17 and 7 at Metaphase I. Only one of the 3 shows an increase 
in number of univalents, and it is doubtful whether this implies any 
desynaptic activity since the distribution of univalents among the cysts 
of any given stage is not uniform throughout a testis. 

The frequency of autosomal univalents at first metaphase (Table 1) 
varies ase the males tested from 7 to 26% of the total number of 
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Figs. 14—17. Late meiotic prophase. Fig. 14. Both pairs of autosomes asynaptic; X, at 
deep focus, omitted in drawing. Fig. 15. Resolution of open-cross configurations; subdivi- 
sion of nucleolus into 3 parts. Fig. 16. Nucleolar chromosomes probably asynaptic; non- 
nucleolar bivalent still in open-cross form. Fig. 17. The nucleolar bivalent from different 
cells: a— nucleolar ends move to center as open-cross is resolved; b — nucleolar ends 
in distal positions; c — single nucleolus central — probably derived from asynaptic auto- 
somes which retained a joint nucleolar attachment; d — later stage of b; e — 4 chromatid- 
nucleoli passing to center of bivalent; f— nucleolar bivalent with 2 probable chiasmata. 





autosomes. One or both pairs of autosomes may be involved, although 
the latter is a rare event. At diakinesis it is possible to distinguish the 
2 pairs of autosomes by the presence or absence of the nucleolus; the ratio 
of nucleolar to non-nucleolar autosomes among the univalents (in 700 
nuclei) proved to be approximately 1 to 2. Since asynaptic nucleolar 
chromosomes held together at one end by a joint attachment to the 
nucleolus could not be distinguished in most cases from a bivalent of 
synaptic origin, only completely separated nucleolar chromosomes 
were rated as asynaptic. The relative frequency of asynaptic nucleolar 
chromosomes is thus probably higher than the figures indicate. 


b) Lobulation of late prophase nucleus. 
During late prophase the nucleus becomes subdivided into incomple- 
tely separated lobes (Figs. 13—16). In the formation of the lobes the 
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nuclear membrane folds in, partially surrounding each chromosomal 
mass, whether univalent or bivalent; in other words the chromosomes 
appear to determine the location of the furrows. In early prophase the 
chromosomes tend to be closely appressed to the nuclear membrane. 
With the contraction induced by progressive coiling this orientation is 
lost, but as the chromosomes move inward they remain connected for 
some time by delicate strands to the nuclear membrane (Figs. 14—16). 
These strands are Feulgen-negative and take a Fast Green stain; at 
their inner ends they are continuous with the delicate coating of similarly 
staining material that envelopes the chromosomes at these stages. The 
resulting configurations suggest that contraction of the chromosome 
while this sheathing material is still connected with the nuclear mem- 
brane exerts pressure on the latter and thus initiates and directs the 
process of lobulation. The strands become diffuse after the lobes are 
formed and by prometaphase have almost completely disappeared. Nor 
is it possible, in the contracted prometaphase and metaphase chromo- 
somes, to differentiate the Feulgen-negative sheath. 


c) Bivalent structure. 


At early diakinesis the chromatid structure of the bivalents first 
becomes clear. Almost invariably the chromatids separate so as to form 
an open cross, suggesting a single anticedent chiasma (Figs. 13, 15 and 16). 
Only 2 instances of bivalents with 2 interstitial chiasmata were observed 
(Fig. 17f), although a third — a ring-bivalent formed by the non-nucleo- 
lar autosomes — may have resulted from the terminalization of 2 chias- 
mata. The nucleolar chromosomes form a ring-bivalent with a somewhat 
higher frequency, but since asynaptic chromosomes may retain a joint 
nucleolar attachment (Figs. 11 and 16), the latter does not necessarily 
imply a previous chiasma. Or, if pairing of the nucleolar chromosomes 
occurred only at the non-nucleolar ends, a ring-bivalent like that in 
figure 12 could result with either one or no chiasma. Whatever. the 
structure of the diakinetic bivalent, whether the occasional ring or the 
prevalent cross, by prometaphase it has invariably opened out into 
2 chromosomes in end to end alignment with a single terminal connection. 

The nucleolus is usually divided into 2 parts as the chromatid ends 
separate to form the cross configuration, but occasionally each chromatid 
retains a portion, or the division may be into one large and two small 
nucleoli (Figs. 15, 17a and e). As the open cross is resolved into an end 
to end alignment of chromosomes, the nucleolar ends may move into 
either the central or the distal position (Fig. 17 a and b), attesting the 
random assortment of chromatids relative to their distribution in the 
ensuing anaphase, made possible by the diffuse kinetochore. The nuc- 
leoli lose their sharp outline and intense staining reaction during dia- 
kinesis, and have usually disappeared by prometaphase. 
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d) Division I: auto-orientation. 
The division figure is of the type already familiar in several llaveiine 
coccids: no central spindle body is demonstrable, but each chromosome 


.or chromatid organizes its own spindle unit. This consists of 2 opposing 


cones of divergent chromosomal fibers (Fig. 18) and, at anaphase, a tubu- 
lar interzonal connective (Figs. 24, 25). The X chromosome and the 
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1 ) 
Figs. 18—23. First metaphase. Fig. 18. All chromosomes maximally contracted. Fig. 19. 
Half-chromatids clearly separated; one pair of autosomes asynaptic; terminal connection 
in bivalent broken, and chromosomes shifted to parallel position. Fig. 20. Polar view, 
tertiary split visible in bivalent and 2 asynaptic univalents. Fig. 21. Polar view with 2 
bivalents maximally contracted. Fig. 22. Precocious formation of chromosomal fibers 
from 1 bivalent and X; second bivalent still in open-cross stage. Fig. 23. Polar view of 
bivalents in same configuration shown in lateral aspect in fig. 19. 





asynaptic autosomes, each with its own spindle unit, orient indepen- 
dently and divide equationally (Figs. 19 and 25). The maximally con- 
tracted metaphase chromosome becomes linearly deformed or elongated 
as the spindle unit is formed. Its long axis thus appears to be oriented 
parallel to the interpolar axis. Actually, the chromosome orients with 
its long axis parallel to the equator, as is evident whenever, as in the X 
of figure 22, the chromosomal fibers form precociously before the final 
contraction and deformation of the chromosome. Similarly in the biva- 
lents, the occasional precocious formation of chromosomal fibers while 
the long axis of the chromosome is still evident (Fig. 22), permits identi- 
fication of the plane of orientation even in maximally contracted biva- 
lents, since a close seriation of transitional stages is observable between 
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the elongate form of figure 22 and the usual compact type shown in 
figure 18. Orientation for first metaphase is thus an auto-orientation 
with each chromosome of the bivalent orienting for division — instead 
of the co-orientation of the 2 chromosomes above and below the equator 
such as would result in chromosomal segregation. This inversion of the 
usual sequence of ,,reductional“ and ,,equational‘‘ divisions is further 
considered in the discussion. 

Separation of half-chromatids along the ,,tertiary split’ is obser- 
vable in the majority of bivalents and univalents during metaphase and 
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Figs. 24—26. First anaphase. Fig. 24. Linear aggregate formed by asynchronous dis- 
junction of chromatid pairs. Fig. 25. Early anaphase showing tubular interzonal 
connections; 2 asynaptic univalents. Fig. 26. Late anaphase. 





anaphase. This, together with the frequent breakage of the terminal 
connection between chromosomes, gives rise to a wide variety of bivalent 
form at metaphase. On severance of the terminal connection the 2 chro- 
mosomes may shift position relative to one another, while each main- 
tains its bi-polar auto-orientation. If the tertiary split is wide and the 
terminal connection retained, the bivalent appears 4-parted in both 
polar and lateral views (Figs. 18 and 20). If the connection is broken 
and the chromosomes shift into parallel alignment, the ends of all 
8 half-chromatids are visible from one lateral aspect, while a polar view 
will show 4 chromatids in a single row (Figs. 19 and 23). A schematic 
representation of similar configurations in Nautococcus and theLlaveiini 
is given in my 1948 review. 

Anaphase proceeds as in Llaveia, with a progressive lengthening of 
the interzonals and shortening of the chromosomal fibers. The inter- 
zonals fuse in the mid-region as a cytoplasmic furrow cleaves the expan- 
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ded peripheral portion of the cell (Fig. 26). Of special interest is the 
occasional occurrence of an anaphase configuration frequently encoun- 
tered in Llaveiella and less often in Nautococcus — the asynchronous 
anaphasic disjunction of pairs of chromatids or half-chromatids. When 
one pair has separated far in advance of the sister pair the individual 
spindle units fuse and a linear aggregate is formed (Fig. 24). 


e) Interkinetic pairing and Division II. 

Little or no uncoiling of chromosomes occurs at interkinesis. The 
autosomal chromatids first tend to separate (Figs. 27 and 28), and then 
invariably come together again in pairs (Fig. 29). The distorted form 
imposed on the chromatids during first anaphase, in which the real long 
and short axes appear reversed, is maintained through interkinesis and 
the second division. The secondary or interkinetic pairing thus simulates 
an end to end contact between chromatids (Fig. 29). That it is really a 
parallel pairing may be inferred from the observation that homologous 
chromatids already in parallel alignment due to asynchronous anaphasic 
disjunction:— (one pair shown in figure 27) — may retain this contact 
throughout interkinesis and orientation for second metaphase. This 
inference is based on the close seriation of stages observable between the 
types shown in figure 27 and in figure 30. On completion of the inter- 
kinetic pairing, chromosomal fibers, less divergent than in Metaphase I, 
are formed along the poleward side of each chromatid. The pairing 
surface lies at right angles to the interpolar axis, with the chromatids 
co-oriented one above and one below the equator. 


The behavior at interkinesis of those chromatids derived from the 
asynaptic chromosomes of Metaphase I is of special interest. Due to 
the prevalent dissociation of chromatids in Telophase I it is of course 
impossible to distinguish between derivatives of univalents and of biva- 
lents. But since all autosomal chromatids are paired at Metaphase II, 
the conclusion is unavoidable that the asynaptic derivatives undergo a 
regular pairing at interkinesis. Sine the frequency of asynapsis varies 
among individuals, this point was checked in testes in which both divi- 
sions were present. In male Number 1 of Table 1, with the highest fre- 
quency of asynapsis at first metaphase, no second divisions are present. 
But in male Number 2, with 11% of the autosomes asynaptic, no case 
of failure of pairing was encountered among 384 second metaphases. In 
male No. 5, with 17% of asynapsis, one nucleus out of 305 showed 2 
unpaired chromatids. All uncut nuclei so oriented as to present the 
spindle in lateral aspect were checked; thus delimited, no unanalyzable 
configurations were found in the sample. The regular pairing at inter- 
kinesis of asynaptic derivatives is thus established. 
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The second division again parallels that of Llaveia — with one inter- 
esting variation which occurs in the great majority of cells at second 
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Figs. 27—35. Interkinesis and second division. Nuclear area only shown in figs. 27, 28, 
29 and 33. Fig. 27. Interkinetic nucleus with one pair of chromatids in the parallel align- 
ment which results from linear aggregate formation in first anaphase. Fig. 28. Spatial 
separation of chromatids; tertiary split visible. Fig. 29. Interkinetic pairing of chromatids. 
Fig. 30. Early second metaphase. Fig. 31. Close appression of chromosomes in late meta- 
phase. Fig. 32. Same configuration viewed from edge. Fig. 33. Polar views of late second 
metaphase. Fib. 34. Second anaphase; X is included in spindle unit of one of the autosomes; 
note deformation of chromatids in spindle units. Fig. 35. Second telophase; elongation of 
fused interzonal connectives. As in first division, the cytoplasmic stalk remains uncleaved. 





metaphase. The 2 autosomes, spatially well separated during the process 
of metaphase orientation, approach each other closely before anaphasic 
separation begins. So close is their juxtaposition that the metaphase 
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nucleus appears to contain but a single chromosomal configuration 
(Figs. 31 and 32). Polar views show an actual flattening of the mutually 
appressed surfaces of the chromatids (Fig. 33). In spite of the close 
contact between the chromosomes at metaphase, the interzonal connec- 
tives rarely, if ever, fuse during anaphase; nor is there at any time 
evidence of any stickiness of chromosomal surfaces (Figs. 34 and 35). 
The underlying mechanism, and the significance, of these chromosome 
movements during second metaphase remain unknown. 
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Figs. 36—40. Sperm formation; upper scale refers to figs. 36 and 37, lower scale to figs. 38, 
39 and 40. Fig. 36. Quadrinucleate spermatid formed by refusion after partial cleavage. 
Fig. 37. Formation of cytoplasmic tail filament and collar (both swollen in aceto-orcein); 
chromosomal filament starting out of nucleus into tail. Upper nucleus is shown in surface 
view, lower in optical section. Fig. 38. About half of the chromosomal filament has passed 
into tail. Fig. 39. Nuclei completely empty of chromosomes except for end of nucleolar 
chromosome still attached to nucleolar remnant; cross sections of sperms at upper right. 
Fig. 40. Fusion of spermatid cell bodies after sperms have broken free; the Feulgen- 
negative nuclei withdraw from remnants of cytoplasmic collars. 


IV. Spermiogenesis. 


The major features of sperm formation can be followed in Aspido- 
proctus, although the material is technically unfavorable. It conforms 
closely to the process found in iceryine coccids (HUGHES-SCHRADER, 
1946), in which the chromosomes, linearly aligned, pass out of the nucleus 
into the tail filament which breaks free from the mother cell and becomes 
the sperm. 
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The early stages in this process are easily observed in Aspidoproctus. 
Quadrinucleate spermatids are formed by a fusion of the 4 derivatives 
of each primary spermatocyte (Fig. 36). The nuclei approach, and 
become slightly flattened against, the cell wall. The formation of a cyto- 
plasmic tail filament, and a cytoplasmic collar surrounding its base, 
procede as in the iceryines (Fig. 37). A papilla then forms on the flat- 
tened surface of the nuclear membrane and grows outward as a fine 
Feulgen-positive thread into the cytoplasmic tail. This chromosomal 
thread increases in length at the expense of the chromatin within the 
nucleus (Fig. 38) until the latter is completely Feulgen-negative (Fig. 40). 
Unfortunately the chromosomes uncoil to a far greater extent in the 
early spermatid nucleus than is the case in the iceryines. So extended 
and attenuate are they during their exodus from the main body of the 
nucleus that their individual limits and the order of their alignment 
cannot be determined. It is clear, however, that the nucleolar chromo- 
some invariably brings up the rear of the procession. This is shown by 
the fact that the end of this chromosome which is attached to the fast- 
dwindling nucleolus is always the last to pass out into the tail (Fig. 39). 
The tail, which now constitutes the sperm, is apparently devoid of 
acrosome and mitochondrial derivatives. It breaks free from the cyto- 
plasmic collar which had attached it to the nucleus, and the latter is 
discarded with the cytoplasmic residue. All the sperms within a cyst 
become parallelly aligned and, enveloped in sheath material derived 
from cells of the cyst wall, form a compact sperm bundle. 


V. Discussion. 


Evolutionary Aspects. 

It is a surprise to find the highly specialized chromosomal cytology 

of the exclusively Neotropical Llaveiini so closely parallelied by the 
exclusively African Aspidoproctus. The short adult life and fragility of 
the males and the limited mobility of the females, which are anchored 
to their host plants except for brief intervals at successive molts, would 
seem to pose insuperable barriers to so wide an extension of the range of a 
common ancestral stock as is here indicated. Even the unique dispersal 
mechanism of the just-hatched Aspidoproctus larvae discovered by 
THORPE (1941) affords but little compensation. This highly adaptive 
device, which I had the pleasure of witnessing in action under greenhouse 
conditions, consists in a marginal band of delicate wax threads, three or 
four times the length of the larva, which when vertically erected serve, 
in even a light current of air, to waft them through the air. The pro- 
longation of the egg stage, or the protracted quiescent non-feeding period 
of newly emerged larvae, characteristic of certain other coccid species 
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might indeed enable them to survive a passive transport on long acciden- 
tal journeyings. Speculation on the basis of the morphology and habits 
of living coccids is, however, almost certainly vain, since the cytological 
pattern in question is obviously of very ancient origin, antedating the 
separation not only of tribes but of subfamilies. The common ancestral 
stock thus in all probability differed profoundly from modern coccids. 
The higher. categories in coccid taxonomy are still in many instances 
only tentatively established. This stems not only from our limited know- 
ledge of the included forms, but also from the prevalence of degenera- 
tion and loss of parts in coccid evolution, and to a marked tendency for 
different instars even in clearly closely related forms to present diverse 
levels of specialization with reference to different characters (MoRRISON, 
1928; BaLacHowsky, 1934). As exceptions to this generalization, the 
tribes Iceryinit and Llaveiini of the subfamily Monophlebinae appeared 
to constitute, on the basis of the cytological evidence then available, 
natural units of closely related forms (HUGHES-SCHRADER, 1948). Thus 
the Iceryint are sharply demarcated by haplo-diploidy, and by a chro- 
mosome complement almost identical throughout the many species and 
genera studied. The Liaveiini show a similar constancy in chromosome 
complement, and are further jointly characterized by the retention of 
sex chromosomes and unique specializations of the meiotic mechanism. 
It is now apparent that these diagnostic chromosomal characters are 
not limited to the Llaveiini; they transcend tribal limits in the case of 
Aspidoproctus of the tribe Monophlebini, and cut across subfamily lines 
to appear in Nautococcus of the subfamily Coelostomidiinae. It may 
well prove that the cleavage between the Iceryini and the other sections 
of the family Margarodidae is more fundamental than is indicated by the 
present tribal and subfamily allocations. The relative value as a criterion 
of taxonomic relationship of the associated cytological characters hereto- 
fore called ,,llaveiine“‘ cannot be appraised until those subfamilies of the 
Margarodidae which still remain cytologically unknown are studied. 
The same holds true for the process of sperm formation by migration 
of the linearly aligned chromosomes out of the nucleus into the tail fila- 
ment. The surprising discovery of a similar complicated modification 
of spermiogenesis in a ptinid beetle (DLUGosz and Harroxp, 1952) im- 
plies a polyphyletic origin. A specificity of chromosome ends in the 
exodus from the nucleus, established in iceryine coccids (HucHEs- 
ScHRADER, 1946), is indicated for Aspidoproctus also. An invariable 
position in the linear alignment.is here demonstrable for the nucleolar 
chromosome at least. The bouquet orientation in male meiotic prophase 
and probably also the accentuated poleward movement. of chromosome 
ends (cf. VAaRAAMA, 1954) in somatic and gonial mitosis in Aspidoproctus 
further attest the special kinetic properties of end segments. 
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The distinctive type of male meiosis represented by Aspidoproctus, 
Nautococcus and the llaveiines is characterized by the following features: 
1. lobulation or vesiculation of the prophase nucleus; 2. non-focussed, 
divergent chromosomal fibers; 3. a variable autonomy and asynchrony 
of chromosomal subunits; 4. the formation of linear aggregates of chro- 
mosome elements at metaphase and anaphase; and 5. by the prevalence 
of asynapsis. The relative intensity of expression of each of these feat- 
ures is a species character, but shows a wide range of interspecific varia- 
tion. Asynapsis, for example, occurs with a low but fairly constant fre- 
quency in Llaveia, Llaveiella, and Nautococcus, where from 3% to 7% 
of the spermatocytes have regularly one — and occasionally both — 
pairs of autosomes asynaptic. In Aspidoproctus this percentage rises to 
an average value of close to 30%, and male meiosis in Protortonia has 
become completely asynaptic. The formation of linear aggregates of 
chromosomes or their constituent elements during meiotic divisions 
offers another case in point. It is an invariable feature of all spermato- 
cytes in Protortonia: it occurs in the majority of meiotic nuclei in 
Llaveiella; while in Nautococcus its frequency is less than 1%, and in 
Aspidoproctus it constitutes a rarity. The occasional occurrence in a 
given species of one or more of these features might be interpreted as a 
spontaneous ,,abnormality“‘ of accidental origin; but their reappearance 
in all the species of a group with a frequency characteristic of each 
species suggests instead that they represent mutations of low penetrance 
which are widely distributed within the family. Selection for high or 
low penetrance within a population might come about in a variety of 
ways (see discussion in GOLDSCHMIDT, 1953); since no genetic data on 
chromosomal characters are available for coccids, no guess as to the prob- 
able means is warranted. 

No possibly adaptive significance of these chromosomal ,,mutant“ 
characters is apparent, although their antiquity, attested by the cyto- 
taxonomic data just reviewed, bespeaks the stability of the type of 
meiosis here evolved. Particularly puzzling in respect to adaptive value 
is the widespread occurence of asynapsis within the Coccoidea. For it 
should be recalled that asynapsis in coccids is not confined to the Mar- 
garodidae here under consideration. Implemented by a very different 
chromosomal mechanism, and clearly of independent evolutionary origin, 
complete asynapsis in the male line has become established in all but one 
of the Lecanoidae investigated (review in Hucues-ScHraDER, 1948). 
The resultant reduction of genetic recombination is considerable. This 
will be particularly marked in the llaveiines, in Aspidoproctus, and in 
Nautococcus whose autosomes are limited to 2 pairs in which chiasmata 
rarely exceed one per bivalent. Here the recombination index is extre- 
mely low even in synaptic meiosis ; any advantage in its further reduction 
through the evolution of asynapsis in the male line is hard to imagine. 
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The inverted sequence of meiotic divisions. 


Factors facilitating the evolutionary establishment of an asynaptic 
meiosis, through a by-passing of its usual deleterious effects, are however 
apparent. Thus in Aspidoproctus the high frequency of asynapsis entails 
no irregularity in the meiotic distribution of chromosomes. Asynapsis 
is compensated for, and completely stabilized, by a non-synaptic pairing 
of homologues during interkinesis which ensures normal segregation of 
chromosomes in Anaphase II. This in turn is an essential feature of the 
inversion of the usual sequence of a ,,reductional® firsts — and an 
,equatiqnal® second — division in meiosis which is found in many. al- 
though not in all, organisms whose chromosomes possess the diffuse type 
of kinetochore. 


Brown (1954), in a study of the chromosomes of Luzula campestris 
has recently questioned the validity of the concept of an inverted meiotic 
sequence in chiasmate meiosis. He holds that, in chromosomes with a 
diffuse kinetochore and the consequent potentially free assortment of 
chromatids during the diakinetic opening-out of the bivalent, the pre- 
sence of chiasmata (as indicia of crossing-over) rules out an assumption 
that the chromosomes always separate equationally at first anaphase. 
This argument rests on a misconception arising from the modern usage 
of the term reductional as synonomous with genetic segregation. The 
cytologist, in his original use of the terms reductional and equational 
in differentiating the two meiotic divisions, considered the chromosomes 
solely as morphological entities, irrespective of the genetic make-up of 
their constituent chromatids. Most earlier students of the inverted 
sequence (Ris, 1942; Huguers-ScurapEr, 1944, 1948; MaLHeErRos, 
DE Castro and Camara, 1947; HELENIUS, 1952, and others) have thus 
defined their usage of these terms. More than a mere matter of an out- 
moded terminology is here involved. Since the question concerns one 
of the least understood phases of chromosome behavior — the mode 
and mechanism of metaphase orientation — it warrants reconsideration 
even at the expense of repetition. The opening-out of a bivalent in late 
meiotic prophase ordinarily results, after terminalization of chiasmata, 
in 2 chromosomes terminally attached, — whether the diakinetic assort- 
ment of chromatids which gives rise to this configuration was random, 
as expected if the kinetochore is diffuse, or was limited by a still func- 
tionally undivided localized kinetochore. If these two chromosomes 
co-orient at first metaphase a reductional separation ensues, while 
if each of the two chromosomes orients independently (auto-orientation) 
anaphasic separation will be equational — in the old sense of the terms 
reductional and equational, without implication as to paternal or ma- 
ternal derivation of chromosome parts. Thus defined, the old terms for 
the meiotic sequence involve no inconsistency with the results of genetic 
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crossing-over, a8 BRowN claims to be the case, and they hold the same 
significance whether the kinetochore be diffuse or localized. 

In recognition of the dual implications now inherent in the old terms 
WuHiTE (1954) suggests ,,post-reduction at the chiasma“ to characterize 
the usual — and ,,pre-reduction at the chiasma‘‘ — for the inverted 
meiotic sequence. Aside from the confusion certain to result from the 
fact that in chromosomes with a localized kinetochore post-reduction 
at the chiasma involves a pre-reduction of the kinetochore and vice versa, 
the proposed terms are unfortunately too restricted to cover the range 
of phenomena involved, since they are inapplicable to non-chiasmate 
meiosis. The expression ,,sequence of co-orientation and auto-orienta- 
tion in meiosis“ seems preferable as emphasizing the differential process, 
although it too lacks universal applicability, since certain sex chromo- 
somes segregate without co-orientation. 

In organisms with a diffuse kinetochore the sequence of co-orientation 
and auto-orientation will not usually be demonstrable if the chromo- 
somes are short and so contracted at first metaphase that the longitudinal 
axis is not apparent. Although Aspidoproctus falls in this category the 
inverted sequence is here demonstrable by virtue of the occasional 
precocious formation of chromosomal fibers before contraction obscures 
the long axis. Auto-orientation at Metaphase I is then clear; the long 
axis of each chromosome lies parallel to the equator ; each chromosome of 
the bivalent orients precisely as do the asynaptic autosomal univalents 
and the unpaired X. The Aspidoproctus chromosomes further show 
the necessity of caution in using the relation of the long axes of chromo- 
some and of spindle as the sole criterion of the type of orientation. For a 
progressive deformation — an elongation of the chromosome body 
within the spindle along the interpolar axis — soon results in an apparent 
reversal of the longitudinal and transverse axes of the chromosome. 
Such may well be the case in Luzula campestris, in which Brown finds 
no evidence of an inverted sequence, and states that ,,the chromosomes 
are perpendicular to the metaphase plate at both meiotic divisions“ 
(l. c., p. 249). Photographs of prometaphase bivalents (Brown, l. c., 
Plate 21, Figs. 4 and 5) show the four chromatids assuming an almost 
spherical shape, so that their major axes are no longer distinguishable; 
the elongation of the chromosome perpendicular to the plate is initiated 
simultaneously with the first signs of anaphasic separation, and hence 
does not provide a safe basis for distinguishing auto- and co-orientation. 

That Luzula campestris presents a case of concealed inversion is 
suggested by the appearance at first telophase of two chromatids in 
tandem alignment each with a nucleolus at its free end, while in other 
nuclei at this stage but a single nucleolus may be present (BRowy, |. c., 
Pl. 22, Figs. 12 and 13). Precisely such configurations as these are to be 
expected following an auto-orientation at Metaphase I of bivalents like 
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those of Aspidoproctus shown in figure 17b and a, in which chromatid 
nucleoli are carried to either the free distal or to the central connected 
ends of the chromosomes during the opening-out process of diakinesis. 
The demonstration of the inverted meiotic sequence in related species 
of Luzula increases the likelihood that campestris chromosomes follow 
the same order. To assume that such is the case is, however, unwarranted 
without direct evidence, since HELENIUS (1952) reports that in lygaeid 
bugs even the two sexes of the same species may differ in the sequence 
of co-orientation and auto-orientation. 

In Luzula purpurea the greater length of the chromosomes, as com- 
pared with campestris, makes the inversion of sequence readily apparent. 
Here bivalents of an open-ring form are auto-oriented at first metaphase, 
so that the ring lies flat in the equatorial plane and each of its two 
chromosomes has a bi-polar orientation (MALHEIROS, DE CasTRO and 
Camara, 1947). X-ray induced translocation configurations, so far as 
analyzable, also show auto-orientation at Metaphase I (pz Castro, 
CaMaRA and MatHerros, 1949). Especially clear evidence is afforded 
by the heteromorphic rod-bivalent reported by La Cour (1952), for the 
inequality in size of the chromosomes of the bivalent makes the inde- 
pendent orientation of each of them strikingly apparent. However, had 
the diakinetic rearrangement of the chromatids of this bivalent resulted 
in two chromosomes each with one long and one short chromatid, the 
bivalent would still have shown the auto-orientation indicative of an 
inverted meiotic sequence if the long axis of each chromosome of the now 
symmetrical bivalent lay in the equatorial plane. The cause of the 
apparently non-random diakinetic assortment of chromatids in this 
heteromorphic bivalent is a problem quite distinct from that of the type 
and sequence of chromosome orientation in meiosis. 


Summary. 

1. The chromosomes of the African scale, Aspidoproctus maximus 
Lovuns., number 5 in the male, 6 in the female; sex chromosomes are of 
the XO male, XX female type. 

2. Male meiosis is similar to that found in the Neotropical Llaveiini, 
with vesiculation of prophase nuclei, broadly dispersed polar centers, 
and divergent chromosomal fibers. The usual sequence of co-orientation 
and auto-orientation in meiosis is inverted; the chromosomes are auto- 
oriented at Metaphase I, and co-oriented at Metaphase II. 

3. Asynapsis of one pair of autosomes occurs in from 14% to 52% (in 
different individuals) of the primary spermatocytes. Regular segregation 
of asynaptic chromosomes is ensured by a secondary pairing during 
interkinesis. 

4. In spermiogenesis the chromosomes, linearly aligned, move out 
of the nucleus into the tail filament which forms a non-flagellated sperm. 
29* 
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From the Zoological Institute, Hokkaido University. 


A QUANTITATIVE STUDY ON ANAPHASE MOVEMENT OF 
CHROMOSOMES IN LIVING GRASSHOPPER SPERMATOCYTES*. 


By 
Sasrro Maxtno and Yuu H. NaxkanisHt. 
With 6 figures in the text. 
(Hingegangen am 24. Marz 1955.) 


Among the many complex events involved in cell division, the 
anaphase movement of chromosomes has been repeatedly discussed. 
A considerable number of papers are available for reference in the 
literature of this field. Most of the studies published so far deal with 
the separation and migration of chromosomes during anaphase. For 
the understanding of the mechanism concerned with chromosome 
maneuvers, it is needed to accumulate detailed quantitative descrip- 
tions of the sequence of events based on simultaneous measurement of 
the spindle and cell diameters as well as of the chromosome movement 
in living cells. The present observations were undertaken in the hope 
of providing some data for the analysis of the chromosome movement 
and the formation of a cleavage furrow, with grasshopper spermato- 
cytes as material. 

Material and Methods. 

The grasshopper Podisma sapporense (Acrididae) has proved to be favorable 
material for the study of cell division (NAKAHARA 1952, Maxtno and NaKAHARA 
1955 a,b). Most of the measurements recorded here were made on first and se- 
cond spermatocytes of this species. In addition a few measurements were done ‘ 
with first spermatocytes of Acrydium japonicum, a species belonging to the T'etti- 
idae. 

: For observation, hanging-drop preparations were made as follows: Germ cells 
were quickly removed from the testis-follicles with the aid of a sharp knife and 
placed on a clean coverglass in a small pool of body fluid derived from the operated 
animal. The coverslip was then inverted over a depression slide, and the edge of 
the slip was sealed with liquid paraffin. Cells have thus been kept alive and divid- 
ing normally under the microscope for around 20 hours. A liquid filter with Zett- 
now’s fluid between lamp and microscope was used to prevent any heating from 
the light source. The normality of conditions is recognized by the close agreement 
in the sequence of events in different cells from different individuals. 

For measurements, well-isolated cells lying free from adjacent cells were 
chosen to avoid possible distortion of the cell form due to pressure during obser- 
vation. To analyse the chromosome movement, a metaphase plate in side view 


* Contribution No. 327 from the Zoological Institute, Faculty of Science, Hok- 
kaido University, Sapporo, Japan. Aided by a grant from the Scientific Research 
Fund of the Ministry of Education. 
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was selected. In the spermatocyte I a bivalent chromosome with terminalized 
chiasmata and lying near the spindle axis was chosen (Fig. 1). In the spermato- 


Figs. 1 and 2. Photomicrographs of living spermatocytes of Podisma sapporense. Fig. 1, Side 
view of the first spermatocyte metaphase; Fig. 2, the same of the second spermatocyte 
metaphase. ca. x 1000. 


cyte II a dyad chromosome found in a median optical section of the spindle was 
selected (Fig. 2). Chromosome separation was measured at beginning anaphase as the 
distance between the centromeres (the leading points) of the separating chromosomes. 

The spindle itself is invisible, but the 
spindle area appears as a clear body being 
free of granules and well-outlined by the 
mitochondria during meta- and anaphase. 
The spindle body is movable as a whole, 
so that the spindle is clearly differentiated 
from the surrounding cytoplasm in living 
condition. The boundary between the 
mitochondrial covering and the spindle 
area is rather well-defined at the equator 
of the spindle as well as at the two poles. 
iy This makes possible the measurement of 
the longitudinal and transverse diameters 
of the spindle as the inner diameters of 
the mitochondrial covering. In addition, 
Fig. 3. Diagram illustrating measurement ond ent — - Wid pee Bens. Mae 
of various distances. A, distance between longitudinal spindle axis and the trans- 
centromeres. B, longitudinal diameter of | verse diameter of the cell along the equa- 
the cell along the long axis of the spindle. tor were also measured. Fig. 3 represents 


C, transverse diameters of the cell. D, . ° 
spindle length (longitudinal diameter of a diagram of the various measured 


the spindle). £, spindle width (trans- distances. 
verse, or equatorial diameter of the Simultaneous measurements were 


spindle). made on the spindle and cell diameters as 

well as chromosome separation, at inter- 

vals of two minutes during anaphase, and four minutes during telophase, with the 
aid of an ocular micrometer. This method was found to be simpler than recording 
with a camera lucida, since it makes possible simultaneous measurements of various 
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distances. The various distances measured were then calculated in micra and plotted 
against time. The error in the measurement of chromosome separation is probably 
more than 0.1 uw and less than 0.2 4. Thus, curves were obtained which show the 
changes in cell and spindle diameters and the course of chromosome separation. 

All measurements were carried out with the Olympus phase contrast micro- 
scope: The optical combination used consisted of a positive medium contrast 100 x 
objective and a Zeiss K 7 x eye-piece. The room temperature during observation 
varied from 18°C to 19°C. 


Observations. 
1. Chromosome movement in the first division of Podisma sapporense}. 
The measurements of chromosome separation as well as cell and 
spindle diameters were made on ten different first spermatocytes coming 
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Fig. 4. Chromosome movement and the changes in cell and spindle diameters in the first 
meiotic divisions of Podisma sapporense. A, distance between centromeres. B, longitu- 
dinal diameter of the cell. C, transverse diameter of the cell. D, spindle length. Z, spindle 
width. 


from different individuals at a room temperature of 18°C. There is a 
considerable agreement of the results derived from those different cells 
with only a very slight degree of variation. Fig.4 represents one 
example out of ten measured cells, showing the changes in cell and 
spindle diameters and the course of chromosome separation for a biva- 
lent chromosome in the first division. 

The distance between the centromeres of a separating dyad chromo- 
somes was plotted against time as a measure of chromosome separation. 
The resulting curve A is shown in Fig.4. This indicates that the 
movement of a chromosome in separation is rather slow during the 
first 8 to 9 minutes after the onset of separation, then the separation pro- 
ceeds with a more rapid velocity during the following about 10 minutes. 


1The mitotic events in the course of living spermatocyte division were de- 
scribed by Maxrno and Naxkanara (1955b). 
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By this time the chromosomes have moved a considerable distance 
and approach the poles. Then the movement slows down and the chro- 
mosomes reach the poles about 28 to 30 minutes after the beginning of 
separation. After the chromosomes have reached the poles, further 
separation of the chromosome groups follows for about 10 minutes. 
Then the chromosome movement becomes progressively insignificant. 
During this migration the cleavage furrow first appears at about 55 mi- 
nutes after the onset of separation. By this time the chromosomes are 
fused into the telophase nuclei. The furrow cuts the cell body into 
halves at about 80 minutes after the chromosome separation. In Fig. 4, 
a dotted arrow marks the instant of the arrival of the daughter 
chromosomes at the poles, while solid arrows indicate the appearance 
of the cleavage furrow. 

The changes in cell and spindle diameters were plotted against 
time during ana- and telophase, and the curves, B to # in Fig. 4, 
were produced. It is evident from this figure that there are no changes 
observable in the longitudinal and transverse diameters of the cell, 
nor in the length and width of the spindle as well, until the chromosomes 
have moved a considerable distance towards the poles (20 minutes or 
more after the onset of separation), i. e., the cell and spindle diameters 
remain without apparent change during almost the whole period in 
which chromosome separation occurs. Within several minutes after the 
chromosomes have reached the poles (about 28 minutes after chromo- 
some separation), the longitudinal diameter of the cell (Fig. 4, B) starts 
to increase gradually. At the some time a gradual decrease of its trans- 
verse diameter is observed (Fig. 4, C). 

Evidence presented above shows that in both length and width of 
the spindle there is neither increase nor decrease during the greater part 
of anaphase duration until the chromosomes have near by reached the 
poles. Thereafter an increase in cell length and a decrease in cell 
width occur simultaneously, with a further poleward migration of the 
daughter chromosome groups. A cleavage furrow appears during this 
migration and becomes deeper with cell elongation leading to the com- 
plete constriction of the cell body into halves. Thus a simple explanation 
that the spindle elongation alone contributes to the separation of chromo- 
somes at anaphase, is impossible. Cell elongation taking place in late 
anaphase may induce the stretching of the spindle; both processes go 
hand in hand and play a role in the formation of the cleavage furrow. 


2. Chromosome movement in the second division of Podisma sapporense. 

Measurements necessary to analyse the movement of the chromo- 
somes were made on eight different second spermatocytes from dif- 
ferent individuals at a room temperature of 18°C. The results of the 
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measurements show agreement among the different cells. Fig. 5 gives 
the data derived from one of these measured cells. Generally speaking, 
the course of the chromosome separation and the changes in cell and 
spindle diameters follow a pattern similar to those described above for 
the spermatocytes I. 

The curve for chromosome movement, marked by A in Fig. 5, 
illustrates that the movement of the chromosomes is rather slow during 
the first several minutes, then it increases in speed and remains uniform 
for the following 10 minutes or more, until the chromosomes approach 
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Fig. 5. Chromosome movement and the changes in cell and spindle diameters in the se- 
cond meiotic division of Podisma sapporense. A, distance between centromeres. B, longi- 
tudinal diameter of the cell. C, transverse diameter of the cell. D, spindle length. EZ, spindle 
width. 


the poles (about 16 minutes after the onset of chromosome separation, 
see the dotted arrow in Fig. 5). Thereafter the velocity of chromosome 
movement suddenly decreases, and the chromosomes slow down in 
their poleward migration. The cleavage furrow appears during this 
slow migration, at about 58 minutes after the beginning of separation 
(marked by solid arrows in Fig. 5). 

Curves B to E in Fig. 5 show the behavior of the cell and spindle 
through anaphase to telophase. Longitudinal and transverse diameters 
of both cell and spindle remain without appreciable changes during the 
major part of anaphase, at least until the chromosomes approach the 
poles. Before or after the chromosomes have reached the poles, the 
longitudinal diameter of the cell (Fig. 5, B) begins its gradual increase, 
being followed by a gradual decrease of its transverse diameter (Fig. 5, C). 
By this time a slight change is seen in spindle width (Fig. 5, #), but it 
seems of no importance, since it does not affect spindle length (Fig. 5, D). 
The decrease in cell width and increase in cell length proceed very 
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slowly. During this change a cleavage furrow appears. About ten 
minutes after the appearance of the furrow, the cell body exhibits 
a sudden elongation with a corresponding decrease of its transverse 
diameter. The cleavage furrow becomes narrower with cell elon- 
gation and finally constricts the cell body into halves. Though a con- 
siderable elongation occurs in the cell body at this time, the distance 
between the two chromosome groups persists with only a slight increase 
in second spermatocyte cell division. By this time the chromosomes at 
the poles are clumped together into telophase. 

Thus the data from the study of the second division are in close 
agreement with the observations of the first division. In comparison, 
the rate of chromosome migration at late anaphase is more pronounced 
in the first division, whereas the rate of cell elongation at late telophase 
is greater in the second division. In both divisions the chromosomes 
can migrate to the poles in anaphase without affecting the diameters 
of either spindle or cell, and the elongation of cell body at telophase may 
play a role in the formation of a cleavage furrow and the completion of 
cell constriction. 


3. Chromosome movement in the first division of Acrydium japonicum. 

The data for the present species were derived from the measure- 
ments of six different first spermatocytes from different individuals. 
The curves were obtained as in the former two cases. There is a general 
similarity in results among the six observed cells. One representative 
example of the measured cells is given in Fig. 6. 

The chromosome movement is represented by curve A in Fig. 6. 
The character of the movement is apparently similar to that in the 
first spermatocytes of Podisma sapporense. There is the initial move- 
ment, immediately followed by the fast movement continuing for about 
25 minutes, and again a gradually decreasing movement which lasts 
a considerable time after the appearance of the cleavage furrow. 


Within 14 minutes after the onset of the separation, the chromosomes 
have reached the poles (marked by a dotted arrow in Fig. 6), and about 
18 minutes later the cleavage furrow appears (marked by solid arrows). 
After the chromosomes have reached the poles, the chromosome groups 
continue to move further at first with similar velocity until a little be- 
fore the formation of the cleavage furrow, and then with gradually 
decreasing speed. 

Curves B and C in Fig. 6 correspond to the changes of the longi- 
tudinal and transverse diameters of the cell, respectively. There occurs 
no visible change in either diameter of the cell until the chromosomes 
approach the poles. The increase of the longitudinal diameter of the 
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cell and the corresponding decrease of its transverse diameter start at 
about the time when the chromosomes have reached the poles. The 
rate of the changes in cell diameters is very much greater than in Podisma 
sapporense. The elongation of the cell body and the decrease of cell 
width advance progressively, and continue after the appearance of 
a cleavage furrow contributing to the completion of cell division. This 
is completed about 54 minutes after chromosome separation has set in. 


Through the major part of chromosome separation in anaphase, 
little change is seen either in the length of the spindle, or in its width 
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Fig. 6. Chromcsome movement and the changes in cell and spindle diameters in the first 
meiotic division of Acrydium japonicum. A, distance between centromeres. B, longitu- 
dinal diameter of the cell. C, transverse diameter of the cell. D, spindle length. Z, spindle 
width. 


(Fig. 6, D—#). At least until the chromosomes come near the poles, 
the spindle remains unchanged in either length or width. The elongation 
of the cell body takes place after the chromosome migration to the poles 
is finished; it may affect the stretching of the spindle. These two pro- 
cesses may be responsible for the formation and completion of the 
cleavage furrow. 

As far as can be shown, the curves resemble well those of Podisma 
sapporense justifving the conclusion that the nature of the chromosome 
movement is of a similar type. 


4. Velocity of the anaphase movement of chromosomes. 


The velocity of the chromosomes at anaphase was measured in the 
present material under the conditions already described. The results 
are given in Table 1. 
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The absolute velocities measured in the first division of Podisma range 
from 1.7 uw to 0.9 uw per minute. It is interesting that the velocity of the 
chromosome movement at anaphase is nearly identical in the two 
species of grasshoppers, 

Table 1. and again in first and 

Average velocity of chromosome movement at anaphase. second divisions within 
the one species. The 

Material Riese average velocities here 
Meiosis I Meiosis II obtained for grasshop- 
pers are a little greater 











Podisma sapporense 1.3 w/min. | 1.1 y/min. 








(10 cells) (8 cells) than those found by Ris 
Acrydium japonicum | 1.2 u/min. (1943) in certain Homo- 
(6 cells) ptera and Hemiptera. 


Discussion. 

The anaphase movement of the chromosomes has long attracted 
attention and many investigators are primarily concerned with the 
mechanism involved. A pioneer work was that of B&LaR (1929) which 
concerns the rate of chromosome movement ‘during anaphase in the 
spermatocytes of the grasshopper Chorthippus. BARBER (1939) has made 
a similar study on the staminal hair cells of T'radescantia and found 
that there is no spindle elongation during anaphase. Ris (1943, 1949) 
has observed the movement of chromosomes and the changes in spindle 
size in living first spermatocytes of Protenor and Thelia, spermatogonia 
of Protenor, second spermatocytes and embryonic cells of Tamalia, 
first and second spermatocytes of Chorthophaga viridifasciata, and some 
other grasshoppers. The movement of the chromosomes consists, accord- 
ing to him, of two separate processes: first, the shortening of the chro- 
mosomal fibers which moves the chromosomes to the poles; and secondly, 
the elongation of the spindle body which further separates daughter 
chromosomes. Hucurs and Swann (1948), in cultures of embryonic 
chick fibroblasts, have distinguished the elongation of the spindle from 
the movement of chromosomes to the poles. FELL and Hueuss (1949) 
in mouse fibroblasts, and HueHres and Preston (1949) in fibroblasts 
of Rana temporaria, Xenopus laevis and Triton crista a, have furnished 
evidence leading to a similar conclusion. JacQguEz and BIESELE (1954) 
have measured chromosome separation and changes in cell shape in two 
meiotic divisions of the grasshopper Psophus stridulus and state that 
chromosome movement in anaphase is separable into a) movement of 
the chromosomes to the poles, and b) elongation of the spindle. On 
this basis they emphasize that the kinetics of chromosome movement 
is compatible with a contractile mechanism. In living fibroblasts in 
cultures of newt tissues, Boss (1954) has demonstrated that the separa- 
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tion of centromeres takes place in two stages, a movement along the 
spindle followed by the elongation of the interchromosomal part of the 
spindle, and a second movement beginning at the same time as the equa- 
torial narrowing leading to cleavage. WapDA (1950) is inclined to seek 
some explanation of the chromosome movement in a kinetochoric se- 
cretion which finally connects with the pole. From his microdissection 
studies of the dividing neuroblast of the grasshopper, CaRLSoNn (1952) 
has argued that the anaphase movement of the chromosomes results 
from a pushing or repelling rather than a pulling or attracting action. 

Many hypotheses have been designed to explain the anaphase move- 
ment of chromosomes, following B&LAR’s hypothesis (1929) which served 
as a starting point for many others, but none is entirely satisfactory as 
is shown by the discussion in SCHRADER’s monograph on mitosis (1953). 
The views of many investigators agree in that the anaphase movement 
consists of two separate processes: The movement of chromosomes to 
the poles and the spindle elongation. First, the shortening of the chro- 
mosomal fibers which move the chromosomes to the poles, and secondly, 
the elongation of the spindle body which further separates the chromo- 
somes. Ris (1943, 1949) has shown that in certain Homoptera and Hemi- 
ptera these two processes are separated in time, while in the grasshopper 
Chorthophaga the two overlap to a considerable extent. Evidence from 
the present studies on Podisma and Acrydium indicate that the two 
processes are distinctly separated in time; the spindle remains of the 
same length throughout anaphase. These two components of anaphase 
movement are separable experimentally. Ris (1949) has shown that 
spindle elongation can be inhibited by chloralhydrate, but the chromo- 
somes move to the poles in a regular fashion. Nakawara (1952) has 
demonstrated in the grasshopper that the chromosome movement can 
be inhibited by caffeine or acriflavine without affecting the elongation 
of the cell and spindle. It is then apparent that the elongation of the 
spindle, and also of the cell, is not necessarily correlated with the sepa- 
ration of daughter chromosomes. This is an indication that the chromo- 
some movement at anaphase is independent of spindle (or cell) elon- 
gation. It can then be said that the movement. of chromosomes to 
the poles at anaphase rests in a factor (or factors) other than, or in 
addition to, spindle (or cell) elongation. 

It is a widely accepted view that the chromosomes and spindle poles 
are connected by spindle fibers (CoRNMAN 1944, ScHRADER 1953). The 
evidence for longitudinal and fibrous structure in the living spindle 
apparatus has culminated in the recent findings of Inou# (1952, 1953) 
with the aid of a polarization microscope. Ris (1949) came to the 
conclusion after careful observations of grasshopper spermatocytes that 
a contraction of the chromosomal fibers forming a connection between 
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the chromosomes and the poles, is absolutely necessary to pull the 
chromosomes to the poles. The situation seems, however, not to justify 
the conclusion that the contraction of the chromosomal fibers is alone 
responsible for moving the chromosomes to the poles, because of the 
presence of some other distinct elements constituting the spindle appa- 
ratus, such as continuous fibers and interzonal connections which must 
be taken into consideration. There is sufficient evidence that interzonal 
connections are present comprising the ground substance of the inter- 
zonal region (SCHRADER 1953). It is likely that any chromosome move- 
ment may be associated with the presence of some components of the 
spindle apparatus, and then that the chromosome movement depends 
on other factors in addition to the contraction of the chromosomal fibers. 
Therefore, as a possible explanation it may be assumed that a pushing 
action of the interzonal component may aid in separating the daughter 
groups of chromosomes from each other, in conjunction with a pulling 
action which is attributed to the shortening of the chromosomal fibers. 
In addition, the autonomous movement of chromosomes may also serve 
as the agent responsible for chromosome separation, particularly for the 
initial separation of the daughter chromosomes, as BELAR (1929) sug- 
gested. These agents operate hand in hand and the chromosomes can 
complete their poleward migration. 

Evidence from the present study favors the view that, in dividing 
cells, elongation of the cell body is principally associated with the for- 
mation of a cleavage furrow. In the present material, the cell, and 
probably the spindle also, start to elongate after the chromosomes have 
approached or reached the poles, and prior to the maximum elongation 
of the cell body the cleavage furrow appears. As cell elongation advances, 
the furrow becomes narrower. Apparently cell elongation may follow 
the stretching of the spindle, or the two processes go hand in hand, and 
may cause sufficient pressure to distort the cell wall, inducing the sub- 
sequent formation of a cleavage furrow. 

The relation of spindle elongation to cytoplasmic division is of 
interest. Dan (1943) assembled evidence that spindle elongation is the 
active agent in cell elongation and the following formation of a cleavage 
furrow. On the other hand, Ris (1949) has shown that in certain ex- 
perimentally induced abnormal cases the spindle elongates and yet no 
cleavage furrow appears. NAKAHARA (1952) has indicated that in cer- 
tain induced abnormal divisions the migration of chromosomes to the 
poles can be disturbed without affecting the stretching of the mito- 
chondria by which the formation of a cleavage is caused. This leads 
to the conclusion that the mitochondria may play a significant role in 
the formation of the cleavage furrow in cell division. Quite recently, 
Maxrno and Naxawara (1955a) have presented supplementary evidence 
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that the elongation of the mitochondria is not under the control of the 
spindle fibers. In fact, the mitochondria can elongate in the absence 
of the spindle apparatus and induce cell elongation which consequently 
causes the formation of a cleavage furrow. From the results of micro- 
dissection studies of the dividing cell, CaRLson (1952) concluded that 
the formation of a cleavage furrow is independent of the spindle and 
chromosomes. Finally, evidence leads to the conception that the for- 
mation of a cleavage furrow depends on other factors in addition to 
spindle elongation, as Ris (1949) suggests. 

It is evident from the foregoing discussion that on the basis of the 
very unsatisfactory present state of knowledge the process of the chromo- 
some movement at anaphase is. far from being understood, as is also the 
case with regard to almost any other part of the mitotic cycle. 


Summary. 

The present investigation has been undertaken to obtain data for 
the analysis of the chromosome movement at anaphase and the forma- 
tion of a cleavage furrow. The study is based on simultaneous mea- 
surements of the spindle and cell diameters as well as of the chromosome 
separation in living spermatocyte divisions of the grasshoppers, Po- 
disma sapporense and Acrydium japonicum. 

Evidence from the present investigation shows that the movement 
of chromosomes to the poles and the elongation of the spindle are 
separated in time; the spindle length remains unchanged through out 
anaphase. Spindle. elongation is not associated with the separation of 
daughter chromosomes. The cell, and the spindle as well, elongate after 
the chromosomes have reached the poles. Cell elongation may follow 
the stretching of the spindle, and cause sufficient tension to distort the 
cell wall, resulting in the subsequent formation of a cleavage furrow. 
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1. Introduction. 

The understanding of chromosome behaviour is often advanced by 
the study of induced deviations from a normal pattern. Such deviations 
may be due, for example, to the. action of chemicals, the use of ionising 
radiations and changes in environment. 

Recent work dealing with the combined action of X-rays and infra- 
red has shown that infra-red increases recombination values, probably 
through extra chromosome movement (e.g. KaurFMANN, HoLLAENDER 
and Gay 1946, Swanson and HoLLaENDER 1946 and Swanson 1949). 
The treatment of meiosis was therefore undertaken with this aspect 
in mind. 

2. Experimental procedure. 

The material chosen for these experiments was clone 20! of T'rades- 
cantia bracteata. In this species there are characteristically six bivalents 
in the form of rings or rods, nearly all the chiasmata being terminal. 

Infra-red was provided by a 250 watt commercial drying lamp fitted with a 
filter (Chance 0 X 5) which only transmits wavelengths above 0.754. The distance 
between the source and theinflorescences was maintained at 12 inches. In order to 
reduce radiation heat a film of tap water, running between glass plates 1 mm 
apart, was interposed between the material and the lamp. This also acted as a 
filter and probably eliminated most wavelengths except those in the region of ly. 

The treated inflorescences were kept in a perforated container and a fan was 
used as another means of keeping the environmental temperature constant. Be- 
cause of the poor penetrative powers of infra-red only the buds uppermost on the 
inflorescences were examined. 

When grown under conditions of constant temperature the plants were kept 
in a cabinet with carefully controlled lighting—‘‘daylight” fluorescent tubes 
providing a 15-hour day. The treatment with infra-red was given so that the 
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temperature in the immediate vicinity of the inflorescences was the same as that 
of the control material. It was, of course, appreciated that there would still be a 
rise of temperature within the treated tissues. 
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Fig. 1. Illustrating the frequency of interstitial chias- 
mata per cell as influenced by treatment in experiment 
1: 1 24 hours at 20° C. No infra-red. 2 19 hours at 20°C. 
3 hours infra-red. 16 hours recovery. 3 24 hours at 20°C. 
3 hours infra-red. 21 hours recovery. 48 days at 20°C. 


No infra-red. 


3. Experiments and 
observations. 


In the first experi- 
ment (Exp. 1) some of the 
plants raised under nor- 
mal glasshouse conditions 
(20°C + 2°C) were put 
into the cabinet at 20°C. 
Others were given three 
hours treatment with in- 
fra-red (at an environ- 
mental temperature of 
20° C) and were then put 
into the same cabinet. 
Fixations of the treated 
material were made 19 
and 24hours after the 
beginning of treatment 
and of the controls after 
24 hours at 20°C. 


Chiasma frequencies 
at MI were then scored 
for each of the fixations 
made (Table 1). There 
is an increase in the 
total number of chiasmata 


in the material treated with infra-red and a striking increase in the 
number of interstitial chiasmata (Fig. 1). 
In order to begin a repeat of this experiment chiasma frequencies 
were scored for control plants which had, by this time, been at 20°C 
for 8 days (Table 1). It is seen that although the total chiasma fre- 


Table 1. Chiasma frequencies in Experiment 1. 

















Time at Total 24 hours 19 hours 24 hours 8 days 
30°C Infra-red ni 3 hours 3 hours nil 
Recovery -— 16 hours 21 hours — 
Chiasmata per 864 1028 1064 1054 
100 MI nuclei 
Per cent interstitial 1.27 4,18 6.86 16.79 
chiasmata 
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quency had altered little the number of interstitials was even higher 
than in the material treated with infra-red (Fig.1). This suggested 
the design of the next experiment. 

A three-hour dose with infra-red was also given in Experiment 2 but 
control fixations were extended to cover glasshouse material, 24 hours, 


48 hours and 8 days at 20°C. 
There is a comparable increase 
in the number of interstitial 
chiasmata in both the mate- 
rial treated with infra-red and 
that kept at 20° C for 8 days 
(Table 2 and Fig.2). At the 
same time the number of ter- 
minal chiasmata tends to de- 
crease. 


The effects of increasing 
the treatment time with infra- 
red were investigated in Hz- 
periment 3. Two doses were 
given, one of three hours and 
one of six hours with recovery 
periods of 21 and 18 hours re- 
spectively. There is a signi- 
ficant difference (P < .02) be- 
tween the frequency of inter- 
stitial chiasmata in plants with 
and without irradiation. The 
six-hour dose, however, results 
in fewer interstitial chiasmata 
than the three-hour one but 
this figure is still above the 
control level (Table 3). 
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Fig. 2. Illustrating the frequency of interstitial 
chiasmata per cell as influenced by treatment in 
experiment 2: 1 Glasshouse material. No infra- 
red. 2 24 and 48 hours at 20° C (no significant 
difference). No infra-red. 3 48 hours at 20°C. 
3 hours infra-red. 21 hours recovery. 
4. 8 days at 20°C. No infra-red. 




















In Experiment 4 anthers were examined 21 and 45 hours after 3 hours 
infra-red to see how long the influence persisted. The frequency of inter- 


Table 2. Chiasma frequencies in Experiment 2. 




















: Total o 24 hours 48 hours 8 days 
Time at | infra-red | nil nil nil 3 hours nil 
20° C sauce 
ecovery a as _ 21 hours — 
Chiasmata per 1013 1065 1011 1040 1000 
100 MI nuclei 
Per cent interstitial 2.47 5.26 12.31 13.30 
chiasmata 
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Table 3. Chiasma frequencies in Experiment 3. 




















eee ok Total — 24 hours 48 hours 
20° C Infra-red nil nil nil 3 hours 6 hours 
re Recovery —— — — 21 hours 18 hours 
Chiasmata per 994 989 1022 977 1037 
100 M I nuclei 
Per cent interstitial | 4.93 4,95 5.48 9.62 7.33 
chiasmata 
Table 4. Chiasma frequencies in Experiment 4. 
Time at Total —— 24 hours 48 hours 72 hours 
20° C Infra-red | nil nil nil | 3 hours nil 3 hours 
Recovery | — e — 21 hours — 45 hours 





Chiasmata per 
100 MI nuclei 990 1038 1032 1090 1054 1076 


Per cent interstitial | 3.03 6.26 6.01 10.26 7.40 6.13 
chiasmata 

















stitial chiasmata is seen to be no higher 45 hours after treatment than 
in the corresponding control (Table 4). 

The effect of infra-red upon plants with normal chiasma frequencies 
has now been investigated. Haperiment 5 was designed to determine 
what the effect would be upon plants where the amount of chromosome 
pairing was abnormally reduced. Accordingly plants were maintained 
at a temperature of 8°C for 30 days to reduce the chiasma frequency. 
Some of these plants were tien given three hours infra-red and examined 
after a recovery period of 21 hours. As a control other plants were kept 
at 20° C and fixations made 24 hours later. The effect upon this almost 
asynaptic material is to increase the total chiasma frequency but mainly 
through raising the number of terminal chiasmata (Table 5 and Fig. 3). 


Table 5. Chiasma frequencies in Experiment 5. 




















20°C - Total — 24 hours 
Time at Infra-red nil nil 3 hours 
Recovery _ == 21 hours 
Chiasmata per 100 MI nuclei 61 59 220 
Per cent interstitial chiasmata 0 1.69 1.82 


The final experiment (No. 6) was planned to discover the effect of 
infra-red given at a higher environmental temperature (27°C). It was 
also though that the use of plants with chiasma frequencies midway 
between the normal and low levels so far utilised might be instructive. 
Fixations were therefore made of plants growing in the open. A three 
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hour infra-red treatment at 27°C was given and the appropriate 
control material was also maintained at 27°C. Fixations were made 
24 hours later. An increase in the total number of chiasmata is in- 
duced by the infra-red but the frequency of interstitials is not ap- 
preciably altered (Table 6 and Fig. 4). 
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Fig. 3. The frequency of bivalents per cell as modified by treatment in experiment 5: 
1 30 days at 8°C. No infra-red. 2 24 hours at 20°C. No infra-red. 3 24 hours at 20°C. 
3 hours infra-red. 21 hours recovery. 

Fig. 4. The frequency of bivalents per cell as modified by treatment in experiment 6: 
1 Outdoor material. No infra-red. 2 24 hours at 27°C. No infra-red. 3 24 hours at 27°C. 
3 hours infra-red. 21 hours recovery. 


Table 6. Chiasma frequencies in Experiment 6. 














‘ Total -— 24 hours 
ony Infra-red nil nil 3 hours 
Recovery — _ 21 hours 
Chiasmata per 100 M I nuclei 621 556 746 
Per cent interstitial chiasmata 0.16 0.18 0.40 





4. Discussion. 
Under normal conditions of environment clone 20! of 7’. bracteata has 
mostly terminally localised chiasmata (DARLINGTON and La Cour 1952). 
Much discussion: has been centered around localised chiasmata, for ex- 
ample in several species of Fritillaria (NEwTon and DarLineton 1930 
and DaRrLINGTON 1935 and 1940) and in Mecostethus (WuITE 1936). In 
all cases the localisation is assumed to be the result of insufficient time 
for complete chromosome pairing. 
Chromosoma. Bd. 7. 
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Chromosome pairing in 7’. bracteata presumably begins at and is 
mostly limited to the ends and therefore very few interstitial chiasmata 
are formed. This is in accordance with observations indicating an absence 
of chiasma movement by terminalisation. The lack of terminalisation 
is also indicated by the smallness of fragments resulting from inversion 
crossing-over (La Cour, unpub.). 

These facts are of particular importance when considering the action 
of infra-red. From the results of the experiments described infra-red 
definitely influences chiasma position but because there is no terminali- 
sationin 7’. bracteatait can be assumed that this influenceis purely upon the 
initiation of chiasmata and not upon their subsequent movement. 

All but one of the experiments involved examination of the anthers 
24 hours after treatment. Thus it is probable that crossing over took 
place during treatment or soon afterwards. When treatment occurs 
48 hours before M I (Exp. 4) no effect is seen. Similarly, 19 hours after 
treatment the effect is not as great as after 24 hours. 

The influence of infra-red varies according to the physiological con- 
dition of the material at the time of irradiation. When the total chiasma 
frequency is high then infra-red tends to bring about the formation of 
interstitial chiasmata at the expense of terminal ones. Taking a represen- 
tative sample of control plants an average of 960 chiasmata may be 
assumed in 100 nuclei of which about 27 would be interstitial. It is 
plants such as these in which infra-red raises the number of interstitial 
chiasmata. 

On the other hand, when the chiasma frequency is low (621 per 
100 cells in Exp. 6) infra-red raises the total level but only by raising the 
number of terminal chiasmata. Similar results are obtained (Exp. 5) 
when the total chiasma frequency is extremely low. 

It is therefore apparent that there is a limit to the total number of 
chiasmata in this species. Up to a certain threshold the terminal chias- 
mata are favoured. Beyond that point they give way to the formation 
of interstitials. 

Upon analysis these increases in the frequencies of interstitial chias- 
mata are found to involve both ring and rod bivalents but the increase 
is greater in rings than rods. Similarly, increases in terminal chiasma 
frequencies in Experiments 5 and 6 involve both types of bivalent but 
more rod bivalents than rings are initiated. These facts—and the 
duration of treatment—indicate that in infra-red treated anthers pair- 
ing is still initiated at the chromosome ends but is extended nearer to 
the centromere than in control material. 

Despite increases in the frequency of interstitial chiasmata the fre- 
quency of terminals does not exceed a threshold level. This is not be- 
cause of a lack of homology at chromosome ends in homologous pairs 
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for nuclei with twelve terminal chiasmata are frequently found. Infra- 
red would seem to favour crossing over at normally unpaired parts of 
the chromosome. It can therefore be considered as an extension of the 
type of crossing-over to be found in the control material. 

It is interesting to compare these results with those obtained after 
subjecting plants to high temperatures. Uvularia perfoliata and Fritil- 
laria meleagris have both been given heat shocks by BarBEr (1941 and 
1942). In both cases there was a reduction of the total chiasma frequency, 
the only chiasmata visible at first metaphase being at those regions 
where chromosome pairing began. These results were attributed to the 
speeding up of development and the inhibition of pairing and subsequent 
chiasma formation. 

Swanson (1941 and 1942) grew Tradescantia paludosa and 7. cana- 
liculata at high temperatures. In the 1-chromosomes (those with little 
despiralisation) the frequency of interstitial chiasmata and the total 
chiasma frequency were higher than in the controls. This was attributed 
to a reduction of chiasma terminalisation as a result of retarded despira- 
lisation. 

T. bracteata (clone 20') has been grow at high temperatures (Dow- 
RICK 1955). The results bear some resemblance to those obtained with 
infra-red but the increase in the frequency of interstitial chiasmata is 
greater. Also, the number of terminal chiasmata remains surprisingly 
constant instead of being reduced. These differences can probably be 
accounted for by the fact that treatment was continuous and so more 
of the meiotic prophase was affected than in these experiments with 
infra-red. 


Infra-red has been used by other workers but always in conjunction 
with short-wave radiation because alone it is incapable of producing 
chromosome breakage. The effects of combining infra-red and X-rays 
are to increase the frequency or chromosome aberrations induced by 
X-rays alone (Swanson 1949, Yost 1951). Whether used as a pre or 
post treatment infra-red significantly increases the frequency of re- 
combinations. KaurmMann and Gay (1947) state that “near infra-red 
radiation acts as a ‘sensitising’ agent by increasing the number of breaks 
avialable for participation in the production of new chromosome rear- 
rangements. This increase could be realized if recombination were 
favoured over restitution”. Presumably this could be brought about by 
increased chromosome movement. It has also been suggested that the 
chromosome structure is weakened by infra-red radiation thus explain- 
ing the increases in all types of aberration (SWANSON 1949 and Yost 1951). 
Swanson, however, does not deny the possibility that infra-red may 
increase breakage and affect recombination as well. 
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One consistent difference noted in T'radescantia pollen grains treated 
with infra-red concerns spindle orientation (Swanson 1949). Five per 
cent of the spindles are oblique in untreated pollen grains and 25 per 
cent after infra-red treatment. Spindle orientation in the pollen grains 
of T'radescantia is dependent upon vacuole formation (La Cour 1949). 
Therefore a reduction in the viscosity of the cytoplasm could lead to 
less vacuole formation and account for the greater number of oblique 
spindles. It may also be that infra-red can reduce the viscosity of the 
nuclear sap and so influence chromosome movement. 

The action of infra-red does appear to be closely bound up with 
chromosome movement. Although in all these experiments the environ- 
mental temperature was constant at 20°C (except Exp. 6) the infra-red 
would probably lead to molecular excitation and be the main cause of 
excessive chromosome motility through changes in viscosity. 

The possibility that infra-red may influence interference and diffe- 
rential distances (MATHER 1940) has not been overlooked. In view of 
all the chromosome breakage work, however, it seems unlikely to be 
relevant. 

At the time of irradiation with infra-red the pairing of the chromo- 
somes will have begun so that further movement of the chromosomes 
must act around these primary points of contact. This will explain an 
increase in the number of interstitial chiasmata in plants with high 
chiasma frequencies. In more asynaptic material an advance towards 
normality is produced by the increased pairing which is mainly at the 
chromosome ends. 

It is interesting that plants grown at the controlled temperatures 
and day-lengths of these experiments should eventually behave similarly 
to those given infra-red. The possibility that they may be receiving 
infra-red from the source of artificial illumination was investigated and 
found to be remote. Of the factors involved temperature is most likely 
to be responsible. Apparently, constant temperatures when applied to 
pre-meiotic stages in addition to meiotic prophase result in a stabilised 
physiological condition not found under ordinary growing conditions. 
Further experiments are obviously needed in this field. 

I am indebted to Mr. L. F. La Cour for his advice and criticism. 


Summary. 
1. Infra-red radiation of wavelength approximately lu at an environ- 
mental temperature of 20°C, has been applied to meiotic prophase in 
Tradescantia bracteata—a clone with mainly terminally localised chias- 
mata being used. 
2. Three hours treatment, with a recovery period of 21 hours, in- 
duces an increase in the frequency of interstitial chiasmata accompanied 
by a corresponding decrease in the number of terminal chiasmata. 
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The action of infra-red upon chiasma formation. 






3. Treatment of plants with low chiasma frequencies increases the 
number of terminal chiasmata only. 

4, These increases may be due to decrease of viscosity in the nuclear 
sap which leads to more chromosome movement. Thus crossing-over 
nearer to the centromere is facilitated. 

5. Similar increases in the frequency of interstitial chiasmata result 
from growing plants at a constant temperature of 20° C for eight days. 
This is presumably due to the introduction of stable physiological 
conditions. 
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(Eingegangen am 16. Marz 1955.) 


In connection with an ecological study on the occurrence and abun- 
dance of Enchytraeidae in various Danish habitats certain taxonomica] 
difficulties arose. 

As a possible way of negotiating them chromosome counis suggested 
themselves. However, the taxonomical problems proved still more 
complicated than assumed at first and in abeyance of a detailed analysis 
it was decided to publish this preliminary account. 


Material and methods. 

The greater part of the material was obtained from the grounds of the Mols 
Laboratory [and in most cases from the permanent stations described by NIELSEN 
(1955), to which reference is made]. The station numbers given here are identical 
with those used in the paper mentioned. 

The Enchytraeidae were extracted from soil samples by means of the technique 
described by NrELSEN (1952—1953) or, in the case of samples obtained outside the 
grounds of the Mols Laboratory, by hand-sorting, and as a rule the worms were 
examined cytologically without delay. 

In the present study spermatogonial mitoses and spermatocyte-MI 
were used. Therefore, only a description of the male reproductive system 
will be given. Unfortunately, no eggs in the process of division were 
found, thus further studies on the reproductive biology are required, in 
particular the oocyte-MI of the presumably parthenogenetic species is 
badly needed. 

The Enchytraeidae are monoecious (hermaphrodites) with both male 
and female sex organs ventrally placed in each individual. The male 
reproductive system includes (1) a pair of minute testes (ordinarily in 
somite 11), (2) a varying number of paired seminai vesicles (somites 
10—11) on either side connected to a vas deferens consisting of a wide 
ental part with a ciliated opening and a narrow ectal part of varying 
length which leads to the male pores (somite 12) immediately behind 
the ovaries. 

‘Immature sperm cells separate from the testes to complete their 
differentiation in the vesicles. The multiplying spermatogonial cell forms 
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a rounded body which, in Fridericia galba, at MI contains 64 cells the 
divisions of which are completely synchronized. The mature sperm is 
discharged through the ducts during copulation. 


As the multiplying cells are closely packed counting is faciliated by an artificial 
contraction. of the chromosomes. The live animals were therefore treated with 
0.001 m 8-oxychinoline for two hours at 2°C. As a fixative Carnoys fluid (3:1) 
was used (15 minutes), maceration and hydrolysis in 1n HCl (6 min.), staining in 
Feulgen’s fuchsin (30 min.). Following this treatment the animals were dissected 
in 20% acetic acid under a binocular microscope. (During the dissection, damage to 
the alimentary canal should be carefully avoided as sand grains are present in the 
gut contents). 

The preparations were made permanent by deep freezing (carbon dioxide snow). 
The cover slip was removed and together with the slide carried through abs. alcohol, 
abs. alcohol-xylol (1:1) to canada balsam. 


The chromosomes are rather small and with a few exceptions very 
uniform in size. No detailed morphological description of chromosomes 
will therefore be given. The meiotic divisions proceed in a regular 
manner except in the species with a very high number of chromosomes, 
where the MI show complete asynapsis. These species are probably par- 
thenogenetic. Nothing conclusively can be said, however, before the 
oocytes have been examined. 


Taxonomical notes. 


The sequence of genera and species follows Up (1929) which was also used as 
the standard key supplemented by other papers. 

1. Genus Henlea MicHakELsEN 1889. 

Crrnosvirov (1934) suggests that the members of this genus having intestinal, 
pouches be separated into Michaelseniella and Henlea (s. s.) the former genus com- 
prising the species with one pair of intestinal pouches and in which the origin of 
the dorsal vessel is between the pouches while species with two pairs of pouches 
should be referred to Henlea (s.s.). The proposed further subdivision of the genus 
need not be considered here as all individuals examined belong to the two subdivi- 
sions (genera) mentioned. 

Unk (l.c.) lists one species belonging to either of these genera, viz. nasuta 
(EIsEN) and ventriculosa (UDEKEM) respectively. 

Because of the confusing chromosome counts obtained much labour has been 
spent on obtaining a precise characterization of the species. However, no constant 
deviations from published descriptions were found. From the chromosome and , 
morphological point of view the material of M. nasuta was perfectly homogeneous 
while indications are at hand that the species H. ventriculosa as conceived by us 
(and UDE) is heterogeneous. In some cases lymphocyte and body size characters 
seemed to be correlated with certain chromosome numbers. However, until exten- 
ded field and experimental studies have confirmed this we prefer to leave the ques- 
tion open. 

Origin of material: Mols Laboratory, st. 28. Raw humus under pure stand of 
Juniperus communis (M. nasuta and H. ventriculosa); st. 20 Grass field (H. ven- 
triculosa). 

2. Genus Bryodrilus UDE. 

One species examined: B. ehlersi Upr. All characters in complete agreement 
with description by CrrnosvirTov (1928) although, as BacKLUND (1947) potnts out, 
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some variation is found in certain characters (e. g. shape of brain, shape of oesopha- 
geal enlargement). 

Origin of material: Mols Laboratory, under bark of decaying alder stump in 
alder swamp (st. 31). 

3. Genus Mesenchytraeus Eisen 1878. 

One species examined: M. bewmeri (Micu.). All characters agree with Upn’s 
description except that the lymphocytes are distinctly oval. 

Origin of material: Same as preceding species. 

4. Genus Pachydrilus CLAPAREDE 1861. 

Three species examined: P. lineatus (MULLER), P. pagenstecheri (RATZEL), 
P. helgolandicus (Micu.) and P. sp. In the three former species agreement with 
Upe’s description was found while the fourth species could not be referred to any 
species described. 

Origin: Wrack bed at @resund, Sofienberg, N. of Rungsted (Zealand). 

5. Genus Enchytracoides Route 1888. 

Two species examined: EH. sphagnetorum (VEJD.), and H. sp. A description 
of the latter species will be given in connection with a detailed analysis of the repro- 
ductive biology. 

Origin: Mols Laboratory, small water course leading from spring at st. 31. 

6. Genus Fridericia MICHAELSEN 1889. 

Five species examined: F. callosa (E1sEn), F. leydigi (VEsD.), F. bisetosa (LEVIN- 
SEN), F. galba (Horr.) and F. ratzeli (Eisen). All species appear to be well defined 
and the individuals agree with the description. 

Origin: F. leydigi, F. bisetosa, pasture sts. 1 and 4. F. galba, raw humus and 
pure stand of juniper st. 28. F’. ratzeli, mesdow near st. 31. F. callosa, earth and 
debris on alder stump near st. 3. 

7. Genus Enchytraeus HENLE 1837. 

One species examined: ZH. albidus HENLE. Conforms to description. 

Origin: Same as Pachydrilus. 


Cytological observations. 
Genus Henlea. 

The difficult taxonomic problems within this genus are clearly re- 
flected in the chromosome numbers. 

H. nasuta, n: 17, spermatocyte MI (fig. 2a). 

H. ventriculosa (figs. 3b and 1d). In this apparently well defined 
species three chromosome numbers are found, n:17 in spermatocyte MI 
and spermatogonial mitosis;, n: 34 in spermatocyte MI; 2n: 120—140 
were counted at MI, in a third sample; no bivalents were observed. The 
last count may refer to a hepta- or octoploid, but the whole problem 
will be discussed in greater detail in a later publication. 


Genus Bryodrilus. 
B. ehlersi, n: 15, spermatocyte MI (fig. 2d). Only few individuals were 
available, and no mitoses were found. 


Genus Mesenchytraeus. 
M. beumeri, n: 16, spermatocyte MI (fig. 2c). Vespovsky (1907) who 
counted the chromosomes of M. flavus (Lrvin.) and M. setosus (MicnH.) 
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found in both species n: 16. In Vespovsxky’s paper there are observa- 
tions on the oogenesis. 
Genus Pachydrilus. 

Here we find not only the lowest number but also the most differen- 
tiated chromosomes (10 large V-shaped, 12 small and 6 very small). 

P. pagenstecheri, n: 14, spermatocyte MI and spermatogonial mitosis 
(figs. 3f and 1a). 

P. helgolandicus,n: 14, spermatocyte MI (fig. 2b). 


= 
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Fig. la—d. Mitosis, spermatogonial divisions, x 2000. Camera lucida drawings. a Pachydrilus 
pagenstecheri; b Enchytraeus albidus; c Fridericia bisetosa; 4d Henlea ventriculosa (2n: 34). 
P. lineatus, n: 13, spermatocyte MI and spermatogonial mitosis 
(fig. 3e). 
P. sp., n: 14. 
Genus Enchytraeoides. 

E. sphagnetorum 2n: 180—-200 (fig. 3c). This very high-numbered 
species is probably parthenogenetic judging from the total absence of 
bivalents during MI. 

An undescribed Z. sp. has also a very high chromosome number. 


Genus Fridericia. 
The chromosomes of all the species belonging to this genus are small 
and of equal length. Our findings were as follows: 
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Fig. 2a—f. Meiosis, spermatocyte MI. x 2000. Cameralucida drawings. a Henlea nasuta; 
b Pachydrilusthelgolandicus; c Mesenchytraeus beumeri; d Bryodrilus ehlersi; e Fridericia 
galba; f Fridericia raitzeli. 





Fig. 3a—tf. Microfotos, x 1250. a Fridericia bisetosa, meiosis, spermatocyte MI.; b Henlea 
ventriculosa, meiosis, spermatocyte MI.; c Enchytraeoides sphagnetorum, testis; d Enchy- 
traeus albidus, meiosis, spermatocyte MI; e Pachydrilus lineatus, spermatogonial division; 
f Pachydrilus pagenstecheri, meiosis, spermatocyte M I. 
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F. bisetosus, n: 32, spermatocyte MI and spermatogonial mitosis 
(figs. 3a and lc). 

F. ratzeli, n: 32, spermatocyte MI (fig. 2f). 

F. galba, n: 32, spermatocyte MI (fig. 2e). 

VEsDOvskKy (1907) reports n: 32 in F. hegemon (VEsD.). 

F. callosa and F. leydigi have also been examined but no sperm was 
found although the animals were sexually mature with well developed 
female reproductive organs (vas deferens also wel] developed). A somatic 
mitosis showed the diploid chromosome number in F. callosa to be 2n: 
64. If the absence of spermatozoa in this species can be taken as an indi- 
cation of parthenogenetic reproduction, we have in this genus, sexual 
as well as parthenogenetic species with 2n: 64. 


Genus Enchytraeus. 

E. albidus, n: 21, spermatocyte MI and spermatogonial mitosis 
(figs. 3d and 1b). 

Verspovsky (1907) found that H. adriaticus (VEJD.) has a haploid 
number of 12 and EZ. humicultor (VEsD.) n: 16. According to MIcHAELSEN 
(1900) #. humicultor is a synonym of £. albidus (HENLE). Therefore, 
either MICcHAELSEN is wrong or the situation is as complicated as in the 
genus Henlea (s. 1.). 


Parthenogenesis in Enchytraeidae. 

Parthenogenesis has hitherto not been described in Enchytraeidae. 
Although our evidence for the occurrence of parthenogenetic reproduc- 
tion cannot be considered conclusive until the oogenesis has been in- 
vestigated, the cytological facts suggest parthenogenetic reproduction 
in the genus Enchytraeoides, where both species examined show asynap- 
sis. On the same evidence at least one Henlea ventriculosa type should 
be parthenogenetic, but this genus also includes sexual species. In all 
these species mature sperm was observed. In F. callosa on the other hand, 
the absence of spermatozoa in sexually mature species may likewise be 
taken as an indication of parthenogenetic reproduction. 

If these observations are confirmed by further cytological studies 
and by breeding experiments we have a situation quite similar to that 
recently described by MuLpAt in Lumoricidae; parthenogenesis was also 
unknown in the earthworms until Mutpat undertook a cytological 
investigation, which in his case was carried further then the present 
one because he was able to make a careful investigation of the oogenesis. 

Mvu.pat has shown that seminal vesicles are present even in the par- 
thenogenetic earthworms, but he does not mention whether spermatozoa 
are present or not. 

Finally it should be mentioned that the Enchytraeidae in general 
seem to tolerate a much higher chromosome number without a conse- 
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quent breakdown of sexual reproduction than do the Lumbricidae. In 
the earthworms the highest number found in sexual species is 2n: 
38 whereas in Enchytraeidae species with 2n: 64 and 42 chromosomes 
show no indication of parthenogenetic reproduction. On the 64 chromo- 
some level, however, both sexual and parthenogenetic species seem to 
occur. Correspondingly in Lumbricidae the lowest number found in a 
parthenogenetic species is 2n: 38, a figure also found in sexual species. 
In both families the breakdown of sexual systems seems to be associated 
with polyploidy. 
Discussion. 

The use of chromosome investigations as a tool to overcome taxono- 
mical difficulties, like all other scientific methods, is subject to certain 
limitations. The modern genetic species concept requires identity be- 
tween chromosome number and species. If a ,,species‘‘ is found to con- 
tain different chromosome numbers it is most likely that it is too broadly 
defined. In most such cases closer morphological examination shows 
that the different chromosomal types are morphologically differentiated 
to such a degree that they should be given specific rank (taxonomical 
studies in the higher plants over the last 30 years have given ample 
support to the soundness of this principle). The reason why the modern 
species concept requires identity between chromosome number and 
species is, of course, that types with different chromosome numbers are 
separated by a sterility barrier, hence they cannot belong to the same 
species. On the other hand identical chromosome numbers are non- 
informative per se. In such cases however, an examination of chromosome 
morphology may throw further light on the taxonomical relationships. 
Furthermore it has already been mentioned that cytological observations 
on the chromosome behaviour may tell us something about the mode of 
reproduction, and in certain families a high chromosome number per se 
may be taken as an indication of asexual reproduction. 

Judging from our preliminary counts the cytological investigations 
seem to offer a promising approach which may help a good deal in clear- 
ing up the very confused taxonomical situetion in this family, since 
considerable variation in the chromosome numbers has been found. 
Already at least one clear case of “intraspecific” chromosome variation 
has been encountered (Henlea ventriculosa) suggesting a taxonomical 
subdivision of the species. Moreover different genera have different 
chromosome numbers. In certain genera two or more diploid numbers 
have been found within the genus and aithough it would be dangerous 
to postulate that species belonging to the same genus should always 
have the same diploid number, this variation may nevertheless throw 
light upon the whole problem of chromosome evolution in the genera 
and the family. 
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In certain genera there is an indication of polyploid evolution and 
also the intergeneric variation in chromosome numbers show evidence 
of polyploid evolution. 

The same trend was observed by MuLpAt in the earthworms and he 
discusses the problem at some length. He found the diploid numbers 
2n: 32, 34, 36, and 38 in sexual species and parthenogenetic tri-, tetra- and 
decaploids and assumes that the diploid sexuals are really “‘tetraploids” 
derived from the “original haploid numbers’ n: 8, 9, 10, 11 (Branchio- 
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Fig. 4. Haploid chromosome numbers of Oligochaeta. Based upon MAKINO, MULDAL and 
own numbers. Systematics after MICHAELSEN (Handbuch der Zoologie, Bd. II). 


bdella astact n: 8, Tubifex bavaricus n: 10 and Eisenia foetida n: 11). 
Only the numbers 8, 10—12, 16—19, 28 and 32 were known to MuLDAL 
(the diagram in fig. 4), and probably the absence of the numbers 13—15 
was partly responsible for the formulation of his hypothesis (there is 
no systematic evidence). Even this preliminary investigation bridges 
to some extent the gap between the two groups n: 8, 10, 11 and n: 16—19, 
and thus the basis for MvLpat’s hypotheses as to the polyploid origin 
of the Lumbricidae has been considerably weakened, at any rate 
the diagram in fig. 8 in his paper is too simple. On the other hand it 
cannot be doubted that several cases of true polyploidy occur among the 
Oligochaeta but as yet it seems premature to discuss the evolution of the 
family on this basis as long as the chromosome numbers are known 
only for a small fraction of the species. 

It will appear from fig. 4 that there exists an interesting difference in 
the variation of the chromosome numbers within the two families 
Enchytraeidae and Lumbricidae. Lumbricidae are one of the youngest 
families, and only 5 haploid numbers are reported in sexual species from 
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8 genera. In contrast, in the more primitive family Hnchytraeidae 9 diffe- 
rent haploid numbers are found representing 6 different genera. It may 
be more than a coincidence, that the intergeneric demarcations of the 
latter family is very clearcut, whereas the taxonomical demarcations of 
the genera of earthworms is much less clearly defined. 


Summary. 

1. Chromosome numbers from 12 species of Enchytraeidae represent- 
ing 7 genera are reported. The following numbers were found n: 13, 14, 
15, 16, 17, 21, 32 and 2n: 120—140 and 180—200. 

2. Several cases of intraspecific chromosome variation are found, and 
both intra- and interspecific polyploidy has been observed. 

3. The meiotic behaviour of the chromosomes in several polyploid 
species, and the absence of spermatozoa in one sexually mature species 
suggest parthenogenetic reproduction. Breakdown of sexual repro- 
duction seems to be associated with polyploidy. 

4. The taxonomical implications of the results are discussed in rela- 
tion to MuLDAL’s investigations of the Lumbricidae and his hypothesis 
as to the evolution of chromosome numbers in Oligochaeta. 
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